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KOPSAVILKUMS

Laundabigo audz&ju antigénu mikrocCipu tehnologija paver jaunas iesp&jas izstradat uz
autoantivielu noteikSanu balstitus neinvazivus véza skrininga un/vai diagnostikas testus. Lidz
§im miasu laboratorija projekta "Serologiska laundabigo audz&ju diagnostikas testa
izstradasana" ietvaros tika izstradati un testéti T7 fagu displeja audz&ju antigénu mikrocCipi,
kuru galvenos trikumus raksturo tas, ka rekombinanto protetnu skaits T7 faga kapsida ir loti
variabls, ka arT T7 faga proteinu klatbtitne var dot viltus pozitivus signalus, ja test€jamais
serums satur augsta titra antivielas pret T7 fagu vai E. coli antigéniem. Bakalaura darba
mérkis bija izstradat jaunu pieeju antigénu mikroc€ipu konstruésana, kas lautu uz Cipa printét
no T7 displeja vektora noskeltus ttrus antig€nus ar Strep-11-Tag iezimi C gala, kam vajadz&tu
padarit Sos antig€nus viegli attiramus un kvantit€jamus.

Bakalaura darba ietvaros uz Strep-lII-Tag iezimi saturoSa T7 vektora bazes tika
konstruéts T7 displeja vektors ar 3C protedzes $kelSanas saita insertu. Saja vektora klongjot
12 dazadu audzgju antigénu kDNS fragmentus, tika izveidots rekombinato fagu panelis, kas
talak tika izmantots gan rekombinato proteinu SkelSanas metodikas izstradasanai, gan
rekombinato fagu — antigénu mikrocipu izgatavoSanai. Imunoblota un mikrocipu analizes
paradija, ka fagi uz savas virsmas ekspresé attiecigos audz&ju antigénus ar Strep-II-Tag
iezimi, 3C proteaze ar augstu efektivitati atSkel rekombinantos protetnus, tomér atSkeltie
antigéni nebija detekt€jami ar StrepMAB antivielam pret C gala Strep-I1I-Tag iezimi.
Mikrocipu testi liecinaja, ka 3C proteaze degradeé vai modificeé Strep-1I-Tag iezimi, ka
rezultata antigéni nevar tikt attiriti ar Strep-Taktina kolonnu vai atpaziti ar antivielam pret
Strep-1I-Tag.

Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra véza
molekularas genétikas darba grupa, grupas vaditajas Dr. biol. Aijas Lin€ vadiba laika no 2008.

11dz 2009. gadam, 5. un 6. studiju semestri.

Atslégvardi: 3C proteaze, audz€ju antigéni, laundabigie audzgji, protetnu mikrocCipi, T7
vektors



SUMMARY

Antigen microarray technology opens up new opportunities for the development of
non-inavsive tests for the diagnosis and/or screening of cancer. Up to now within the
framework of project ,,Development of the novel, non-invasive diagnostic test for the early
detection of cancer” T7 phage-displayed tumor antigen microarrays were developed and
tested. Major disadvantages of such microarrays are highly variable copy number of
recombinant proteins in T7 capside as well as false positive signals resulting from high-titre
antibodies against T7 phage and E. coli antigens present in human sera. The objective of this
bachelor’s paper was to develop a novel approach for the construction of antigen microarrays
that would allow cleaving the recombinant Strep-II-Tagged proteins from the surface of the
phage and using the purified proteins for the production of antigen microarrays.

Within the framework of bachelor’s paper 3C protease’s cleavage site containing T7
display vector was constructed on the basis of the previously created Strep-II-Tag containing
T7 display vector. cDNA fragments of 12 known tumour antigens were cloned in the obtained
vector and the panel of the recombinant phages was used for the elaboration of the cleavage
methodology and for the production of phage displayed antigen microarrays. Western blot and
microarray analysis demonstrated that the phages display the respective Strep-II-Tagged
proteins on their surface, the recombinant proteins can be cleaved of by 3C protease with high
efficiency, however the cleaved antigens were undetectable by StrepMAB antibodies against
C-terminal Strep-I1-Tag label. Tests with microarrays indicated that 3C protease is capable of
modifying or degrading Strep-II-Tag label that do not allow purification of antigens by using
Strep-Tactin column or the detection with antibodies against Strep-II-Tag.

The bachelor’s paper was done in the Latvian Biomedical Research and Study Center, in
the Laboratory of Molecular Genetics of Cancer under the supervision of Dr. biol. Aija Ling

during the 2008 and 2009 year, during the 5rd and 6th semester.

Keywords: 3C protease, cancer, protein microarrays, T7 phage vector, tumor antigens



IEVADS

Vezis, viens no miusdienas izplatitakajiem naves c€loniem, ir plasa slimibu grupa, kuru
galvena pazime ir nekontrol€ta $iinu augSana. VE&zis attistas transforméjoties normalam cilmes
Sinam vai matsinam karcinogenézes procesa, kas ietver plaSas parmainas Stnas
biokimiskajos celos. Sadas izmainas bieZi ir saistitas ar normaliem audiem netipisku proteinu
ekspresiju, kas kalpo par antigéniem, nodrosinot specifisko imiino atbildi. Sadu antigénu
sistematiskai mekléSanai un identificéSanai ir liela nozime jaunu laundabigo audz&ju
diagnostikas un terapijas metozu izstrade.

Bakalaura darbs tika izstradats Valsts petijumu programmas "Jaunas zales un
biokorekcijas Iidzekli: konstruésana, transportformas un darbibas mehanisms" projekta Nr. 9
"Laundabigo audz€ju serologiska diagnostikas testa izstradasana" ietvaros, kura galvenie
merki ir:

» ldentificét reprezentativu skaitu melanomas un kunga véza antigénu;

» lIzgatavot antigénu Cipu un ar ta palidzibu salidzinat autoantivielu repertuaru
audzgju, iekaisuma un autoimiino slimibu pacientu un veselu cilvéku seruma;

» Nosakot So testu jutitbu un specifiskumu, izvertét iesp&jas pielietot
autoantivielu noteikSanu véZa diagnostika un/vai skrininga.

Lidz $im projekta ietvaros tika konstruéti fagu displeja antigénu mikrocipi, kuru
galvenie trukumi ir sekojosi:

» Rekombinanto T7 faga kapsidas proteinu Tpatsvars stipri vari€ atkariba no
eksponéta proteina garuma, konformacijas un biokimiskajam ipaSibam, ka
rezultata uz ¢ipa iesp&jami viltus negativi signali;

» lesp&jami viltus pozitivi signalus gadijuma, ja test€jamais serums nav
pietickami labi preabsorbéts ar fagu lizatu.

Bakalaura darba mérkis bija izstradat jaunu pieeju antigénu mikrocipu konstruésana, kas
lautu uz Cipa printet no T7 displeja vektora noskeltus tirus antigénus ar Strep-II-Tag iezimi C
gala, kam vajadz€tu padarit Sos antigé€nus viegli attiramus un kvantit€§jamus. Turklat Sada
pieeja samazinatu viltus pozitivu signalu risku.

Bakalaura darba uzdevumi:

» Konstruet T7 displeja vektoru ar HRV 3C proteazes SkelSanas saitu kodgjosas

sekvences insertu;

» leklonét Saja vektora 12 audz€ja asocito antigénu sekvences;

Y

Atskelt antigénus no T7 displeja vektoriem;

» Izveidot antigénu mikrocipu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Karcinogenéze un Jaundabigo audzéju raksturipasibas

Veézis ir vairak ka 100 dazadu slimibu grupa, kuru galvena kopigd pazime ir
nekontroléta Stinu augSana. Ve€zis attistas, transform&joties normalam organisma Siinam
procesa, ko sauc par karcinogenézi (Cooper
1993). Karcinogenézi var inducét gan ar€ji
(kimiskas  vielas, joniz€josa radiacija,
virusi), gan iek$gji (hormoni, imiinsistémas
stavoklis, iedzimtas mutacijas) faktori. So
faktoru kombingtas vai secigas iedarbibas
rezultata var tikt sekméta vai ierosinata véza
formésanas (ACS 2005). Karcinogenéze ir

komplicéts daudzpakapju process, kas ietver

¢ . o o Spgja inducat
genétisku  un  epigenétisku  izmainu pe s

akumul@sanos, kas ir priekSnosacijums

tadam parmaipam Siinas biokimiskajos
. .. Y e 1.attéls. Laundabigo audz&ju 1pasibas (Hanahan et al. 2000).
celos, kas izsauc sekojoSas ve€za Siinam
Figure 1. The hallmarks of cancer.

raksturigas pazimes (1.att€ls) (Hanahan et
al. 2000):
1. NeierobeZots proliferacijas potencials
Replicgjoties linearam hromosomam, notieck hromosomu saisinaSanas, jo,
degrad@joties praimerim no atpaliekosas kédes 5° gala, DNS polimeraze 5’ gala vairs
nespgj pievienot jaunus nukleotidus, jo nav vietas jaunam praimerim. Hromosomu no
sadas degradacijas pasarga TTAGGG (cilvekam') heksanukleotidu atkartojumi
hromosomu galos jeb teloméras, kuru garums nosaka Stinas proliferacijas potencialu, kas
normalam cilvéka §iindm nodroSina sp&ju dalities aptuveni 50 reizes (Haiflika robeza)
(Perkel 2002). Dalai cilmes Stinu eksisté enzims telomeraze, kas sp&j pagarinat teloméras,
nodroSinot $STm S§tinam neierobezotu proliferacijas potencialu. Paaugstinata telomerazes
ekspresija raksturiga gandriz visam véza Stinam (Shay et. al 2001), tomér dala véza Stinu
izmanto alternativo telom@ru pagarinasanas mehanismu (ALT, alternative lengthening of

telomeres), kas balstas uz telom&ru apmainu starp mashromatidam (Bryan et al. 1995).

! Citiem eikariotiem T sekvence var atskirties



2. IzvairiSanas no apoptozes

Apoptoze ir viens no galvenajiem programmétas Stinu naves veidiem, kas tiek palaists
argju vai ieksStinas signalu ietekm& un ir raksturigs praktiski visam normalam S§tinam.
Véza §inas ir nejutigas pret apoptozi izsaucoSiem faktoriem. Sadu nejutibu pret
apoptotiskiem signaliem vai apoptotisko signalu trilkumu var izsaukt dazadi mehanismi,
pieméram:

» Paaugstinata XIAP ekspresija (raksturiga plausu vézim). XIAP (X-linked
inhibitor of apoptosis protein) ir kaspazes 3, kaspazes 7 un kaspazes 9
inhibttors. Kaspazes aktivé mitohondriju citohroms C, izklustot citosola, ka
rezultata tiek palaists ieksS€jais apoptozes cels. Kaspaze 9 iesaistita ar1 ar¢ja
apoptozes cela. Sada kaspazu inaktivacija noved pie apoptotisko celu
disfunkcijas (Yang et al. 2003).

» Traucéjumi p53 cela. p53 ir audzgjsupresorproteins, kas uzkrajas DNS
bojajumu gadijuma un apstadina Stinas ciklu G1 stadija, dodot Siinai laiku DNS
reparacijai, tomer, ja bojajumi ir parak plasi vai reparacija nav sekmiga, p53
inducg apoptozi, stimulgjot Bcl2 asociéta X proteina (BAX) veidosanos, kurs
inducg citohroma c izdali citoplazma. p53 géna transkripciju izsauc interferoni
o un B. Mutacijas p53 vai interferonu génos izsauc apoptozes trauc€jumus
DNS bojajumu gadijumos (Takaoka et al. 2003; Hanahan et al. 2000).

» Onkovirusi. Daudzi virusi kod€ apoptozes inhibitorus (Teodoro et al. 1997),
pieméram, BCL-2 homologus, kas sp€ inhib& tadus pro-apoptotiskos
proteinus ka BAX un BAK, kas ir nozimigs apoptozes icksgja cela ka
citohroma C relizinga faktors (Polster et al. 2004). Viralo BCL-2 kodg,
pieméram, EpSteina-Barra viruss, kas var izraisit Burkitta limfomu un
aizdegunes karcinomu (Henderson et al 1993). Nereti virusi kodé ar1 kaspazu
un p53 inhibitorus vai attiecigo génu represorus. Pieméram, cilvéka papilomas
virusa (HPV) onkogénu kodgétais onkoproteins E6 saistoties pie p53, izraisa ta
degradaciju, savukart HPV E7 proteins saistas pie retinoblastomas
audz€jsupresorgéna produkta pRB (Miinger et al. 1992).

3. Spéja metastazet

Spéja metastazét ir sarezgits un lidz galam neizprasts process, kas raksturojas ar
primara audz€ja Stnu izplatibu pa limfatisko un asinsrites sist€mu, lidz tas sasniedz
piemérotus organus, kuros veido sekundarus audzgjus — metastazes. Petijumi liecina, ka
metastazu formeSana ir Joti mazefektivs process, jo tikai 0,01% asinsrité iekluvusu véza

Stinu ir spejigas metastazet (Fidler 1970), turklat pastav sakariba starp primara audzgja



lokalizaciju un metastazu izplatibu, pieméram, kolorektalais ve&zis visbiezak veido
metastazes aknas, bet prick$dziedzera vézis — kaulos (Pantel 2004). Sads metastazu
organu specifiskums sakotngji tika skaidrots ar asinsrites sist€mas morfologiju, jo, ta ka

v€za Slnas ir ieverojami lielakas par asinskermeniSiem, tam vajadz€tu tikt aizturétam

Cilimes 30na o o

Q{a!

vai matsina

Veseligs
kauls

VEza cilmes
sinas

4 Pre-metastazes
nifas fakton

Pre-metastazes

Primarais
audzgjs

C|rk1||ejgsas Homing / Noenkurosanis
metastatiskas faktori

véza cilmes $tnas — —

Metastazes
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Dip «

Klus&josa

Metastaze mikrometastize

2 .att€ls. Modelis, kas raksturo audu specifiskas metastazes (Li et al. 2007

Normalu cilmes $tinu vai matsiinu transformacija véza cilmes $iinas (a). Heterogéna primara audzgja
attistiba no véza cilmes Stnam (b). Primara audzgja sekretetu pre-metastazes nisas faktoru izraisita pre-
metastazes niSas forméSanas (c). Pre-metastazes nisas izdaliti faktori darbojas ka hemoatraktanti attieciba
uz metastatiskam véza cilmes $tinam, kas atdalfjusas no primara audz&ja (d). Metastatiskas véza cilmes
Sunas form& metastazes niSu, sasniedzot pre-metastazes niSu (e). Lokala mikrovide nosaka, vai
Metastatiskas véza cilmes Stinas proliferés, form€jot metastazi (f), vai ieies neaktiva miera stavokli,

veidojot klusgjoSu mikrometastazi (g), kas var tikt partraukts, metastatiskajam cilmes $tinam sapemot
reaktivacijas signalus (h).

Figure 2. A model for tissue-specific metastasis.

Transformation of normal stem or progenitor cells into cancer stem cells (a). Development of
heterogenous primary tumor (b). Pre-metastasis-niche forming factors, secreted by primary tumor,
initiate forming of pre-metastasis-niche (c). Factors, secreted by pre-metastasis niche, acts like
chemoattractants for mCSCs which have been splitted of primary tumor (d). When reached pre-metastasis
niche, mCSCs initiate forming of pre-metastasis-niche (e) and the local environment of niche helps to
determine if the mCSCs will either proliferate into metastatic lesion directly (f) or will entera a quiescent
period (g), which can be shortened by reactivation signals (h).




kapilaros, tiklidz tas sasnieguSas pirmo organu sava cela (Ewing 1928), tacu So ideju
nopietni iedragaja Stefana Pegeta 1889. gada izvirzita ,,s€klas un augsnes” hipotéze, kas
paredzgja, ka véZa Stnas sp€j izdzivot un proliferét vienigi noteiktos audos, kas nodroSina
nepieciesamo mikrovidi un augsanas faktorus (Fidler 2001). Sobrid pétijumi vedina uz
domam, ka primarais audzgjs izdala Tpasus pre-metastazes niSas faktorus, kuri noteiktos
audos ierosina pre-metastazes niSas formeéSanos. Pre-metastazes niSa, savukart, izdala
migréSanas (homing) un noenkuro$anas (anchorage) faktorus, kas, darbojoties ka
hemoatraktanti, pievilina véza cilmes Stnas, kas atdalijusas no primara audzgja. Kad véza
cilmes Stina sasniedz pre-metastazes nisu, ta sak formet metastazes nisu, no kuras talak var
attistities metastaze vai neaktiva mikrometastaze (2.att€ls). Metastazes ir naves c€lonis
90% veza gadijumos (Li et al. 2007).

Pedgjos gados atzinibu ir guvusi ideja, ka metastatiskajos procesos var tikt
iesaistiti epiteliali mezenhimalas tranzicijas (EMT) mehanismi, kas pirmo reizi novéroti
embrionalaja attistiba ka epitelialo Stnu konversija mezenhimala fenotipa, zaudgjot
polaritati un starps$iinu kontaktus, ka ar1 notiekot biitiskam izmainam citoskeleta struktiira,
kas rezult€jas ar sp&ju ekspresét mezenhimalos proteinus un migrét, $adi spél&jot
nozimigu lomu embrija attistiba (Thiery 2002). Domajams, ka epiteliala audzgja gadijuma
var tikt izmantoti EMT mehanismi, lai konvertetu diferencétas véza Stnas dediferencétas
$tinas ar palielinatu metastatisko potencialu (Kang et al. 2004).

4. Spé€ja inducét angiogenézi
Sakara ar baribas vielu un skabekla trikumu, nevaskularizéts audzg€js parasti
neparsniedz 2mm’ tilpumu, tade] loti batisku lomu audzgja attistiba spélé audzeja $inu
spéja inducét angiogenézi (Schmitt et al. 1999). Audz€ja Sunu sp&ja inducét
angiogenézi balstas uz tadu augSanas faktoru produkciju un sekréciju, kas veicina
asinsvadu zaroSanos un augSanu. No $adiem faktoriem visbiezak sastopami VEGF
(vaskulara endotélija augSanas faktors) un bFGF (galvenais fibroblastu augsanas
faktors) (Eppenberger et al. 1998). Sobrid zinams, ka audzgja §inas nespgj producét
enzimu PKG (cGMP atkariga proteinkinaze G). Normalas Stinas PKG ierobezo B-
kateninu, kas stimul€ angiogené&zi (Kwon et al. 2008).
5. Nejutiba pret aréjiem augSanu inhib&joSiem faktoriem
Normalos audos tiek uzturéta homeostaze ar augSanu inhibgjosiem signaliem, kas
darbojas preti augSanas faktoru ietekmei, novirzot Siinu parejosa miera stavokli vai
postmitotiska stavokli, kas saistits ar Stinas diferencéSanos un proliferacijas potenciala

zudumu. Daudzi, iesp€ams, visi, antiproliferativie signali tiek novaditi caur
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retinoblastomas proteinu pRb un diviem ta radiniekiem — p107 un p130. Trauc&jumi
pRD cela lauj véza Stnai proliferét art augSanas inhibitoru klatbiitne (Weinberg 1995 ).
6. Augsanas faktoru paspietiekamiba

Lai Stina spétu proliferét, tai jasanem ekstracelulari augSanas faktori. Véza Stinas
sp&j pasas sintez€t dalu no nepiecieSamajiem augSanas faktoriem, uz kuriem art pasas
autokrini atbild (Fedi et al 1997). Dazos gadijumos v&za Siinas pilniba zaud&jusas
nepiecieSamibu péc noteiktiem augSanas faktoriem, pieméram, RAS protoonkogéna
mutacijas gadijuma var transléties hiperaktivs RAS G-proteins, kas ir aktivs, pat ja pie

atbilstoSa membranas receptora nesaistas augsanas faktors (Medema et al. 1993).

Sobrid pastav divi konkurgjosi modeli, kas mégina izskaidrot audzgja attistibu (Reya et
al. 2001):

1. Stohastiskais modelis — paredz, ka jebkura audzgja Siina ir tumorigé€na un tas ieieSanu
Stnas cikla nosaka gadijuma rakstura notikumi.

2. Hierarhijas modelis — paredz, ka tikai neliela audzg&ja Stinu subpopulacija ir atbildiga
par audz&ja augsanu un metastazu formé$anos. Sis modelis ir pamata véza cilmes $anu
hipotézei.

Véza cilmes Stinu eksistenci jau 1855. gada paredz€ja R. Virhovs, izvirzot hipotézi, ka
audzgjs attistas no Stnam, kas lidzinas embrionalam cilmes Stnam (Virchow 1855), tacu ta
laika tehnologijas nebija pietickami attistitas, lai sniegtu iesp&ju parbaudit So hipotézi, tade]
pirmie taustamie pieradijumi véza cilmes $tinu pastavésanai tika iegiti tikai 1994. gada, kad
akiita mieloida limfoma tika atrastas §finas ar virsmas fenotipu CD34'/CD38", kas ir raksturigs
Sunam ar cilmes Siinu 1pasibam (Lapidot et al. 1994). Turpmakajos gados lidzigas cilmes-
veida Stnas tika atrastas ari virkné citu audzgju tipu. Noskaidrots, ka aizkunga dziedzera,
resnas zarnas un smadzenu audz&ju cilmes-veida Sinam raksturigs cilmes Stnu virsmas
glikoproteins CD133. Injicgjot resnas zarnas CD133" $iinas pelém ar novajinatu iminsisteému,
daudzos gadijumos tas izradija sp&ju formét metastizes, turpreti neviena no 10* injicétam
CD133" sunam $adu sp€ju neizradija (O’Brien et al. 2007). Turpinoties pétijumiem, iegutie
pieradijumi véza cilmes $iinu pastavésanai bija pietickami, lai rastos nepiecieSamiba precizi
defingt véza cilmes $anas. Sadu véza cilmes $inu definiciju 2006. gada sniedz M. F. Klérks:
,»VE&Za cilmes §iinas ir audz€ja Stinas, kam piemit sp&ja veidot heterogénas véza Siinu linijas un
paSatjaunoties” (Clarke et al. 2006), kur ar pasatjaunoSanos biitu jasaprot véza cilmes Stinu
sp&ju asimetriski daloties, ne tikai veidot heterogénas diferenc€tu v&za $iinu populacijas, bet

ar1 saglabat véza cilmes Stnu Imiju.
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Viens no véza cilmes $iinu izp&tes pamatjautajumiem ir $o Siinu neskaidra izcelsme. Ja
nodro$inasana galveno lomu spélétu akumulétu onkogénu mutaciju kopums, tacu §1 hipoteze
ir maz ticama, jo diferenc€tu $tinu miiza ilgums vairuma gadijumu ir parak iss, lai tas spetu
akumul@t visas nepiecieSamas mutacijas, [idz ar to daudz ticamakas Skiet versijas, kas paredz

véza cilmes S$tinu attistibu no normalam cilmes §tinam vai matstinam (3. att€ls) (Allan et al.

NORMALAS CILMES SUNAS VEZA CILMES SUNAS

MUTACIJAS

NORMALAS MATSUNAS

MUTACIJAS

NOBRIEDUSAS SUNAS

3. att€ls. VienkarSots modelis, kas ilustré hipot€zi par véza cilmes $tnu izcelsmi (Sagar et al. 2007).

Figure 3. Simplified model of origin of the cancer stem cells.

2007), tom@r jauni pétijumi parada, ka nepiecieSama vienigi Oct-4, c-Myc, Sox2 un klf4
ekspresija, lai nobrieduSus fibroblastus parvérstu par stiinam, kas morfologiski un fiziologiski
lidzinas embrionalam cilmes Sinam (Barnhart et al. 2007). Turpreti, ja véza cilmes Stnas
attistas, transforméjoties normalam cilmes $iinam, pasatjaunos$anas sp&jas nodrosinaSanai tas
varétu izmantot jau eksist€joSus regulatoros celus, tacu, ta ka cilmes Siinas ir sastopamas
arkartigi reti, ticamaka ir versija par véza cilmes $iinu izcelsmi no mat$iinam (progenitor
cells) (Kucia 2006, Li 2007), ko apstiprina arT novérojumi, ka Bcl-2 un BCR/ABL (sastopams
90% hroniskas mieloidas leikémijas gadijumos) koekspresija mieloidas matStnas ir
pietiekama, lai izraisitu leikémiju pelém (Jaiswal et al. 2003).

Jauns modelis paredz véza cilmes Stnu rasanos cilmes Stnu sapliiSanas rezultata.
Konceptuali, sapliSana starp cilmes S$inam un mutantam S$inam var novest pie
pasatjaunoSanas potenciala atgtiSanas. Neseni pétijumi parada, ka kaulu smadzenu BMDC
§inas ir spgjigas sapliist ar neoplastiskam epitélija §Gnam (Rizwi et al. 2006) Sads 3iinu

sapliiSanas modelis spétu izskaidrot audz&ja Stinam biezi raksturigo aneiploidiju (Bjerkvig et
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al. 2005). Par labu Sai hipot€zei liecina arT daudziem virusiem piemitosa sp&ja sapludinat
Stinas (Duelli et al. 2007).

Pretstata  klasiskajam  gadfjumam, kad v€zis ir piesaistits konkr&tam
saimniekorganismam, no kura Stinas, tas ir attistijies, zinami ar1 divi kontagiozi véza tipi —
sunu seksuali transmisivais vézis (CTVT, infekcioza sarkoma) un Tasmanijas velnsomainu
sejas vézis (DFTD). Sakotngji tika domats, ka abos gadijumos v&zi izraisa kads viruss, lidzigi
ka HPV var izsaukt dzemdes kakla vézi, ta¢u Sobrid ir zinams, ka parnesgjagents ir pati véza
Stna, kas pirmaja gadijuma izplatas seksualu kontaktu cela sunu un citu Canis gints sugu
populacijas, bet otraja gadijuma baroSanas, savstarp&jo cinu un agresivas paro$anas laika

Tasmanijas velnsomainu (Sarcophilus harrisii) populacijas (Murgia et al 2006).

1.2. Laundabigo audzéju imunologija

Imiinsistémas nespecifisko un specifisko mehanismu kopumu, kas nodrosina aizsardzibu
pret véza attistibu, sauc par véza imunredigéSanu. Véza iminredigéSana norisinas tris fazes —
elimin€Sanas faze, lidzsvara faze un izbégsanas fazé (Dunn et al. 2004b) (4. attels):

1. EliminéSanas faze
ElimingSanas faze reprezenté véza imiinuzraudzibas koncepciju, ietverot nespecifiskas
un specifiskas imunitates mehanismu kompleksu darbibu, lai elimin&tu transformétas
Stinas. Pilniga imiinredigéSanas procesa gadijuma véza Stnas tiek eliminétas $aja fazg,
nesasniedzot lidzsvara un izbégSanas fazes. EliminéSanas faze tiek iedalita ¢etros solos
(Dunn et al. 2004°):

1) Audzgja Stnu izdaliti pre-iekaisuma faktori un hemokini izsauc nespecifiskas
imunas sistémas Stunu rekrutaciju uz audzgja saitu (Wrenshall et al. 1999).
Sasniedzot audzgju, NKT, yoT, NK Siinas un/vai makrofagi sp€j atpazit tadas
audzg€ja Stnam raksturigas molekulas ka NKG2D ligandus (Benlagha et al.
2000). Sadai audzgja $iinam specifisku molekulu atpazi$anai ir kritiska loma
turpmaka imiinas sist€mas pretvéza aktivitaté, kas raksturojas ar interferona vy

producésanu.
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4. attéls. Véza iminredigéSanas tris fazes (Dunn et al. 2004%).

Mutgénu faktoru ietekmé transformg&joties normalam $inam (pel€kas), tas kliist par véza $tinam (sarkanas),
kas pat agras tumorigenézes stadijas ekspresé audz&ja-specifiskus markierus, ka arT generé pre-iekaisuma
signalus (urinskabe u.c.), kas inici€ véza imunredig€$anas procesu. ImunredigéSanas eliminacijas faze
iminuzraudzibas tikls, ko veido nespecifiskas un specifiskas imunitates mehanismi, veic mérktiecigu
audzgja Stnu elimingSanu, tomer, ja §is process cie§ neveiksmi, audzgja Stinas var ieiet lidzsvara fazg, ko
raksturo imiinas sistémas selektiva iedarbiba un véza Stnu diversitati, lidz ar to, diverggjot véza $tnam,
izdzivo tas, kas izrada rezistenci imiinas sistémas darbibai. Rezistenci ieguvusas §iinas ieiet izbegSanas fazé
un turpina nekontrol@ti proliferét.

Figure 4. The three phases of the cancer immunoediting process.

Normal cells (gray) subjected to oncogenic stimuli ultimately undergo transformation and become tumor
cells (red), which even at early stages of tumorigenesis may express distinct tumor-specific markers and
generate proinflammatory "danger" signals (uric acid etc.) that initiate the cancer immunoediting process.
In the elimination phase of immunoediting, mechanisms of innate and adaptive immunity, which comprise
the cancer immunosurveillance network, may eradicate the developing tumor, however, if this process is not
successful, tumor cells may enter the equilibrium phase. In this phase the immune system can selectively
affect the diversity of tumor cells resulting in the survival of only those cancer cells which resist to immune
attack. Those cells may enter in the escape phase and proliferate unaffected by immune system.

2) Iminas sistémas $tinu atbrivotais interferons-y izraisa lokalu hemokinu sintezi,
izsaucot papildus imiinas sist€émas Stnu rekrutaciju uz audz€ja saitu un
ekstracelulara matriksa remodeléSanas blakusprodukti stimulé audzgja
infiltrgjusos makrofagus izdalit nelielu daudzumu interleikina-12 (Hodge-
Dufour et al. 1997), kas, savukart, lick audzgja infiltr§jusam NK $tinam izdalit
nelielu daudzumu interferona vy, stimul&ot makrofagus izdalit papildus
interleikinu-12, ka rezultata, mijiedarbojoties makrofagiem un NK §tnam, tiek
izdalits liels daudzums interferona y (Bancroft et al. 1991), izsaucot virkni

interferona y atkarigo procesu, tai skaita antiproliferativos, pre-apoprotiskos un
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angiostatiskos, kas izraisa dalas audz€ja Siinu bojaeju un audz€ja antigénu

izdaliSanos ekstracelularaja telpa.

3) Nespecifiskas imiinas sistémas darbibas rezultata iznicinato audzgja Stnu

antigénus vai antigé€nus saturosas atliekas endocitozes cela uznem uz audzgja
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5. att€ls. Specifiska imiina atbilde uz audz&ja antigéniem (Sahin et al 1997).

Specifiskaja imiinaja atbild€ uz audzgja antigéniem iesaistitas CD4+ T}, §tinas, CD8+ T, $tinas un B $iinas, kuras
aktivé profesionalas antigénus prezent€joSas Stinas (dendritiskas Siinas). Sekrecijas vai nespecifiskas imiinas
atbildes izraisttas audz&ja Stnu destrukcijas rezultata atbrivotos antigénus (I) pinocitozes, fagocitozes (II) vai
FcR mediétas endocitozes (II) cela uznem antigénus prezentgjosas APC §iinas. Uznemtie antigéni tiek proceséti
(IV) un prezentéti kopa ar MHC I klases molekulam (V) T, $tnam un kopa ar MHC II klases molekulam (VI) Ty,
§tnam, izraisot attiecigo Stinu aktivaciju. Audzgja antigénu uznem ari B §iinas, izmantojot membranas Ig (VII)
un prezent€ tu kopa ar MHC II klases molekulu T}, $inam. Antigé€nus prezentgjoso Stinu un B §tinu antigénu
prezentacijai Ty, $tnam ir kritiska loma specifiskaja imiinaja atbildg, jo ta izsauc klasu parslégsanos un IgG/A
antivielu sekréciju B §tinam (VIII), ka arf ilgstoSo T $iinu antigénu atminu (IX). T, $tnu aktivacija (V) ieslédz So
Stnu citotoksisko aktivitati, kas izpauzas ka T, izraisita audzgja Stinu liz€sana (X).

Figure 5. Specific immune responses to tumor antigens.

Specific immune responses to tumor antigens involve CD4+ Th, CD8+ Tc and B cells which are activated by
professional antigen presenting cells (dendritic cells). Tumor antigens (1) released by secretion or innate
immune response mediated tumor cell lysis are captured by antigen presenting cells, by either pinocytosis,
phagocytosis (I1) or FcR mediates endocytosis (111). Uptaken antigens are processed (IV) and presented by MHC
I (V) to Tc cells and by MHC I (VI) to Th cells leading to the activation of these cells. Tumor antigens are
captured also by B cells and this is driven by membrane Ig (VII) leading to MHC |1 antigen presentation to Th
cells. Antigen presentation to Th cells by both antigen presenting cells and B cells is critical for the adaptive
immune response as it induces class switching and the secretion of 1gG/IgA by B cells (VIII) and also long

lasting T cell memory responses (1X). Activation of Tc cells (V) triggers cytotoxic activity of Tc cells which
induces tumor cell lysis (X).
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saitu rekrutétas dendritiskas $tinas. Antig€nus nesosas nobriedusas dendritiskas
Stinas migré uz limfmezgliem (Dunn et al. 2004b), kur tas kalpo ka starpposms
starp nespecifisko un specifisko imiino sist€ému, proces€tus antigénus kopa ar
MHC II vai MHC I klases molekulam prezent€jot attiecigi CD4+ T} §tinam un
CD8+ T, stinam, kas izsauc attiecigo Siinu aktivaciju. Antigé€nus ar membranas
Ig starpniecibu uznem ar1 B Siinas, kas tos procesé un prezenté Ty, Stinam kopa
ar MHC II klases molekulam. Dendritisko APC Stnu un B §tinu antigénu
prezentacija Ty Sinam ierosina klaSu parslégSanos un Ig produkciju B $iinas, ka
arT ilgstosu antigé€nu atminu T $iinam (Sahin et al 1997) (5. attels).
4) Saja soli norisinas audzgja specifisku CD4+ Ty, un CD8+ T, §iinu rekrutacija uz

audz€ja saitu un pilniga audz€ja eliminéSana. Audzgja specifiskas CD8+ T,
Stnas efektivi atpazist véza Stinas un eliming€ tas, izmantojot gan tieSus, gan
netieSus mehanismus (Dunn et. al. 2004°).

2. Lidzsvara faze

Lidzsvara faze starp imiino sisttmu un audzg€ja Siinam iestdjas dinamisks lidzsvars, kas

raksturojas ar uz izdzivojusam audz€ja Stindm verstu imiinas sistémas darbibas izraisitu

selekcijas spiedienu, ka rezultata audz€ja augsana tiek ierobezota, to pilniba neiznicinot.

(Dunn et al. 2004b). ST faze, iesp&jams, ir visgaraka no imiinredigésanas tris fazém un var

ilgt vairakus gadus (Loeb et al. 2003). Saja perioda galvenie mehanismi, kas audz&jam

lauj parciest pastavigus iminas sist€mas uzbrukumus, ir audzg€ja Stinu heterogenitate un

genctiska nestabilitate (Loeb 1991).

3. Izbégsanas faze

IzbégSanas faz€ uz audzgja Stinam vairs nedarbojas imiinas sist€mas spiediens, jo tas

ieguvusas rezistenci pret imiinas sistémas iedarbibas mehanismiem, imiinsupresivu

aktivitati un/vai Ipasibas, kas lauj tam palikt ,,neredzamam” imiinas sistémas §anam Sadas

audzé&ja §0nu ipasibas nosaka dazadi mehanismi, pieméram (Dunn et al. 2004°):

¢ Imiinsupresivu citokinu sintéze
e Antigénu neekspreséSana

e Nejutiba pret interferonu-y

1.3. Laundabigo audzéju antigenu identificéSana

Atskiriba no dzivnieku modeliem, cilvéka neoplastiskiem audiem specifisku antigénu
eksistence tika neparprotami demonstréta tikai 1991. gada, kad T. Biina (Boon) grupa

aprakstija melanomas antigénu MAGE-1 (van der Bruggen et al. 1991), tacu, attistoties
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antigénu identificéSanas metodikai, jau 2002. gada zinamo audzgja antigénu skaits parsniedza
2,5 tikstodus (Yuichi et al. 2005). Sadas zina$anas par audz&ju antigéniem paver jaunas
laundabigo audz&ju diagnostikas un terapijas iespgjas.

Vairums identificéto audz€ja antigénu iesp&jams klasificét péc to ekspresijas rakstura,
funkcijam vai izcelsmes, ierindojot tos kada no sekojosam kategorijam (Jager et al. 2000,
Sahin et al 1997):

1. Veza-seéklinieku (cancer-testis) antigeni — antigéni, kuri raksturigi audz&ja $iinam,
bet nav sastopami normalos ausos, iznemot s€kliniekus, kas ir imtn-privilegéts rajons.
Pie sadiem antig€niem pieskaitami MAGE-1, MAGE-2, MAGE-4a, HOM-MEL-40,
NY-SO-1 u.c.(De Plaen et al. 1994, Chen et al. 1997). NY-ESO-1 ir viens no
visimunogénakajiem audzgja antigéniem un izraisa imtno atbildi 40-50% pacientiem
ar NY-SO-1" audzgju (Jager et. al. 2000).

2. Diferenciacijas antigéni — antigéni, kas raksturigi kadas noteiktas izcelsmes véza
Stnam, ka ar1 tadas paSas izcelsmes normalam Siinam. Pie Sadiem antigéniem var
pieskaitit, pieméram, melanomai raksturigu antigénu - tirozinazi, kas sastopama ar1
normalos melanocitos (Coulie et al. 1994).

3. Mutantie antigéni — antigéni, kas ekspreséti no mutéjusiem géniem. Sadi antigéni
sastada tikai nelielu dalu no visiem zinamajiem audz€ju antigé€niem (Sahin et al 1997).
Pie Sadiem antig€niem pieskaitami MUM-1, p53, CDK4 u.c. (Jager et al. 2000).

4. Parmerigi ekspresétu genu produkti — antigéni, kas sastopami gan audzg&ja Siinas,
gan normalas $iuinas, tacu audzgja Slinas to ekspresijas apjoms var biit daudzkart
palielinats, parsniedzot kritisko slieksni, virs kura sak izpausties imtina atbilde (Viola
et al. 1996). Pie §1s grupas pieskaitami HER2/neu, p53 u.c. (Jager et al. 2000).

5. Alternativie splaisinga varianti — ar audz&ju asociéti splaisinga varianti, kam piemit
imunogéna aktivitate, piem&ram, Hodzkina limfomai (Hodgkin’s lymphoma)
raksturigs antigéns restins (Sahin et al. 1995).

6. Ar posttranslacijas modifikacijam saistitie - Antigéni, kas tiek ekspresé€ti vienados
apjomos gan audzgja, gan normalos audos, tacu imiino atbildi, pateicoties post-
translacijas modifikacijam, izraisa vienigi audz€ja pacientiem. Pie S§is grupas
pieskaitams, pieméram, HOM-MEL-2.4 (Skipper et al. 1996, Chen et al. 1996).

7. Viralie antigéni — viralas izcelsmes antigéni, pieméram, HERV-K10 retrovirusa env
proteins, kas sastopams nieru audzgjos (Ono et al. 1986).

Audzgju antigénu mekléSanai un identificéSanai ir izstradatas vairakas metodes:
1. Autologa serologiska antigénu identificéSana — metodi 20.gs. 70. gados attistija

Loida J. Olda grupa un ta balstas uz autologa seruma antivielu sp&ju reagét ar audz&ja

17



antigéniem. Metode tika izmantotas kultivétas véza Siinu linijas un autologs serums,
lai veicot izve€rstus absorbcijas testus, noteiktu antigé€nu-antivielu saistibu. Metodes
ierobezotais potencials lauj identificet tikai nelielu dalu audz&ju antigénu (Sahin et al.
1997, LICR 2007).

T, Stinu epitopu klonéSana — metode attistita 20.gs. 90. gadu sakuma un ta balstas uz
audzg€ja kDNS bibliotekas ieklonésanu atbilstoSu MHC-1 ekspres€josas mérksiinas un
sekojosas uz MHC-1 prezenteto antigénu epitopu identific€Sanas, izmantojot no
audz&ja infiltrata izdalitas T. §inu linijas. ST metode ir loti darbietilpiga, jo
nepiecieSamas T, Stnu Iinijas un iemanas klongsana (Yang et al. 2006, Yang et al.
2005).

MHC-1 saistito peptidu eluéSana — metode baltas uz peptidu eluéSanu no audzgja
Sinam vai attiritam audzgja MHC-1 molekulam un uzneSanas uz APC S§tinam, kam
seko attiecigo APC reaktivitates testi ar T, $inam. Ar T, reaggjosie antigéni talak tiek
attiriti un sekvenéti. ST metode prasa iemanas proteinu kimija, proteinu attiriana, ka
ar1 masspektrometrija (Yang et al. 2005).

Diferencialas ekspresijas analizes — izmanto jaunakos tehnologiskos risinajumus, lai
atklatu RNS un proteinus, kas tiek atSkirigi ekspreséti normalas un audzgja $iinas

(LICR 2007).

SEREX metodoloiija

AudzEju paraugi Pacienta serums

mRNS izdaliiana

kDNS ekspresijas bibliot@ka

Ekspresija prokanotu §0nis

F

Autologa skrinésana

Poitivo klonu 1zol&ana un sekvenédana

+— Atbilstibas mekl&san datubfze

Genu abnormalitisu meklg5ana mRNS ekspresijas rakstura analizes Antivielu athildes vz

(muticijas, ranslokicijas w.c.) normales un audzEja audos SEREX-defingtiem anfigéniem
salidzind&ana veseliem cilvEkiem
un neoplastisku slimibu pacientiem

6. attéls. SEREX pieeja cilvéka aud€ju antigénu identificéSana (Chen et al. 2004)

Figure 6. SEREX approach to defining human tumor antigens.

SEREX (serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) — metodi
1995. gada uz autologas serologiskas antigénu identificéSanas metodes bazes
izstradaja M. Freund3uhs (Pfreundschuh). Isi péc metodes izstrades tika aizsakta

Starptutiska SEREX Programma (International SEREX Program), kuras ietvaros Véza
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Imunoma Datubaze (Cancer Immunome Database), kas ir lielaka publiski pieejama
v€za antigénu datubaze, papildinata jau par aptuveni 2000 antigénu sekvencém (LICR
2007).

Klasiskaja SEREX metodg (6. att€ls) no svaigiem audzg&ja paraugiem, izmantojot
A-faga vektoru, tiek konstruéta kDNS biblioteka un ekspreséta Escherichia coli
baktérija. Rekombinantie A-fagi no plakiem tiek parnesti uz nitrocelulozes membranas
un skrinéti ar augsta titra IgG antivielam, kas parstavétas pacienta seruma. Izmantojot
ar enzimu konjugetas sekundaras antivielas pret cilveka IgG, ka antigéni tiek
identificéti ar seruma IgG reaggjosie A-fagu rekombinantie peptidi un $adi pozitivi
kloni iegiiti monoklonala veida, lai, veicot DNS sekvenéSanu, noteiktu insertétas DNS
sekvenci (Sahin et al. 1997). Sadai metodei piemit vairakas prieksrocibas
salidzinajuma ar iepriekSmin&tajam, piemeram, svaigu audz€ja audu izmantoSana lauj
kDNS biblioteka ieklaut lielako dalu audz€ja Stnas ekspres€to protetnus kodgjoso
génu un izvairities no in vitro artefaktiem. Metode lauj ari detektét ne tikai $tnas
virsmas, bet arT iek$Siinas antigénus (Ttreci et al. 1997).

Lai gan SEREX koncepcija liekas vienkarSa, veiksmigai metodes pielietoSanai
nepiecieSams apiet virkni tehnisku griittbu (Chen et al. 2004):

1) Cilvéka seruma raksturigas antivielas, kas reagé ar baktérijas vai faga
komponentiem. ST probléma parasti tiek risinata, atkartoti absorbgjot
atSkaiditu serumu ar bakteriju un fagu lizatu (Chen et al. 2004)

2) IgG ekspresgjosu B Sunu klatbiitne audzgja rezultgjas ar IgG kod&josu
sekvencu ieklausanos kDNS biblioteka un imunoskrininga dod viltus
pozitivus signalus. Sis problémas risina$anai tiek izmantots preskrinings
(Chen et al. 2004).

3) Dala no seruma antivielam, kas reagé ar KDNS biblioteku, ir autoantivielas,
kuram ir maza vai vispar nekada saistiba ar audzgju. ST probléma tiek
risinata, izslédzot IgM un lietojot serumu atSkaidijuma no 1:100 Ilidz
1:1000, lai fokus€tos vienigi uz augsta titra IgG (Chen et al. 2004).

Sobrid eksiste liels skaits dazadu SEREX metodes modifikaciju, kuras var iedalit
sekojosas grupas (Chen et al. 2004):

1) Variacijas kDNS bibliotekas avota izvelg;

2) Variacijas vektoru sist€émas izvele;

3) Variacijas antivielu avota izvelg;

4) SEREX kombinacija ar citam metodém, piem&ram, fagu displeja

tehnologijam vai s€rijveida génu ekspresijas analizém (SAGE).
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1.4 Fagu displeja sistemas

Fagu displejs ir molekulara tehnologija, kas lauj ekspresét sveSus proteinus vai
peptidus uz faga dalinas virsmas himeru proteinu veida. Metode tiek realizéta, inkorpor€jot
attiecigo proteinu kodgjoso nukleotidu sekvenci faga virsmas kapsoméra géna sastava, 1idz ar
to var tikt izveidota replicéties sp€jiga sisteéma, kas satur eksogénu nukleotidu sekvenci un uz
virsmas prezente tai atbilstoSu peptidu, sniedzot iesp&ju vienlaikus atlasit gan interes€joso
proteinu vai peptidu gan to kod€joSo nukleotidu sekvenci.Viena no galvenajam Sadas sistémas
priekSrocibam ir iesp€ja reprezentét milzigu skaitu dazadu peptidu, pieméram, tipiskas fagu
displeja bibliotekas prezentéto peptidu diversitate ir ap 10'° (Willats 2002).

Fagu displeja tehnologijas pirmsakumi dat€jami ar 1985. gadu, kad Dzordzs Smits
aprakstija eksogénu peptidu ekspresiju uz filamenta bakteriofaga virsmas (Antonio 2005), ka
ar attistija vienkarSas procediiras konkrétus eksogénos peptidus ekspresgjosSu fagu selekcijai
(Rosenberg et al 1996). Kops §1 pétijuma pagajusi teju 25 gadi, kuru laika metode ir plasi
lietota fagu displeja biblioteku (heterogénu fagu klonu mikstiiru, kur katrs klons nes atskirigu
eksogénu nukleotidu sekvenci un uz virsmas prezent€ tai atbilstoSus peptidus (Smith et al
1997)) konstrugsanai, ka rezultata izstradatas dazadas pieejas $adu biblioteku skrinéSanai un
izdariti butiski atklajumi imunologija, Stnu biologija un farmakologija (Antonio 2005).
Vairuma gadijumu fagu displeja sist€éma par vektoriem tiek izmantoti filamenta fagi (M13, fd
un f1) (Smith et al 1997), taCu pe€dg&jos gados lielu popularitati ir guvusas uz Iitiskiem T4, T7
un A fagiem balstitas vektorsisteémas.

Filamenta fagi ir aptuveni lum gari un 6nm diametra lokani pavedienveida
bakteriofagi. 87% no faga masas sastada spiraliski izkartots mazorais apvalka proteins pVIII,
veidojot proteinu cauruliti, pie kuras ieksgjas virsmas saistita faga ssDNS. Caurulites vienu
galu noslédz piecas minoro apvalka proteinu pIIl un pVI kopijas, bet otru galu, analogiski,
veido minorie apvalka proteini pVII un pIX. Filamenta fagu displeja sistémas sveSie peptidi
var tikt piesaistiti apvalka protetniem plll, pVI vai pVIII, insertgjot kod&joso sekvenci
attiecigi III, VI vai VIII géna. Lai displeja sistéma funkcion€tu, peptidam jabit piesaistitam
pie faga virsmas proteinu rajoniem, kas eksponéti uz faga dalinas arpusi (pIII N-gals un vidus,
pVI C-gals, pVIII N-gals) (Smith et al 1997). Faga dalina sp&j prezentét 3-5 eksogénu peptidu
kopijas, ja tas piesaistitas minorajam plll apvalka proteinam vai pat lidz 2700 nelielu (Iidz
sesam aminoskabém) peptidu kopijam, ja tas saistitas pie mazora pVIII apvalka proteina
(Antonio 2005), tacu, ja mazorajam proteinam tiek piesaistiti peptidi, kas garaki par astonam
aminoskabém, faga dalipas savakSanas var notikt vienigi savvalas tipa pVIII klatbtitn€ (Smith

et al 1997). Ta ka filamenta fagu kapsidas savakSanas notiek saimniekStnas periplazma,
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vienigi tie himérie proteini, kas spgj Skersot Siinas iek$&jo membranu, var tikt inkorporéti
kapsidas sastava (Kalnina et al 2008).

Vairakas filamenta fagu displeja sistému nepilnibas iesp&jams apiet, izmantojot litisko
fagu displeja sisteémas. Plasi izmantota ir T7 sist€éma, kuras ietvaros eksogéni peptidi tiek
prezenteti uz T7 faga virsmas. T7 ir kompleksas simetrijas bakteriofags ar ikosaedrisku 55nm
diametra galvas dalu, kura ietverta 40kbp gara dsDNS, 28,5nm garu 19nm diametra astes dalu
un se$am astes Skiedram. Faga ikosaedriska galva ir veidota no 415 proteinu 10A un 10B
kopijam, kas izkartoti 60 heksamé&ros un 11 pentam@ros. 10B ir 10A kapsidas proteina versija
ar nobiditu translacijas rami aiz 341. aminoskabes. Lai gan 10B parasti sastada ap 10% no
kapsidas proteiniem, funkcionalu kapsidu sp&j izveidot jebkadas 10A un 10B skaita attiecibas.
T7 displeja sistema eksogeénie peptidi tiek prezentéti C gala proteinam 10B, kuru kodgjoSam
kapsidas génam izgriezts translacijas ramja nobides saits, Iidz ar to izslédzot alternativas
kapsidas proteina formas veido$anas iesp&ju. Sada sistéma lauj viena faga dalina inkorporét
sakot no 415 nelieliem (Iidz 50 aminoskabém) peptidiem Iidz pat vienam, maksimali 1200
aminoskabes garam protelnam, izmantojot normalu 10A kapsidas proteinu producgjosas
E.coli saimniekstinu Iinijas. Faga dalipu savaksanas norisinas E.coli $tna un, tas tiek
atbrivotas, Stinai liz€joties, Iidz ar to, atSkiriba no filameta fagu displeja sisttmam, himerajiem
kapsidas protetniem nav jabiit sp&jigiem Skérsot membranu, turklat T7 faga replikacija notiek
atrak, neka tas raksturigs filamenta un A fagiem (Rosenberg et al 1996).

Fagu displeja peptidu biblioteka sniedz iesp€ju atlasit fagu klonus péc to afinitates pret
konkrétiem mérka proteiniem vai §anam. Sada fagu displeja ligandu afinitates bagatinasana
ietver piecus fundamentalus solus (Antonio 2005):

1. Primaras bibliotékas konstruésana;

2. Faga dalinu specifiska piesaiste pie mérka protetniem vai Siinam,;
3. Nesaistito faga dalinu aizvaksana;

4. Saistito fagu eluéSana un amplificesana;

5. Cikla atkartosana 2-4 reizes.

Ta ka katram faga apvalka himera proteina fenotipam atbilstoSais genotips ir ietverts faga
dalina, pec himero proteinu afinitates selekcijas iesp&jams sekvenét to kodgjoso DNS, ka ar1
veikt ar to turpmakas manipulacijas (Willats 2002).
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1.5 Proteinu mikrocipu tehnologija

Fundamentala Itmen1 proteinu mikrocCips ir proteinu punktu matrica, kas imobilizeta
uz cieta nes€ja. Katrs punkts var saturét homoge€nu vai heterogé€nu ,,&smas” molekulu
komplektu, piem&ram, antivielas, S$tnu lizatu, rekombinatus proteinus vai peptidus,
medikamentus  u.tml.  Sads

mikroCips var tikt inkub€ts ar TieSas fazes proteTnu mlkl'OélpS
analiz&jamais

materidls
ligandu) vai nezinamu @ ‘% fi@&

biologisku  paraugu  (Stnu BY, I
1. _ k ._l. ma‘tcr_iﬁl:r.
izats, serums), kas potenciali Ant|—A P : N ar iezimi

zondi (iezim&tu antivielu vai

satur ,,mérka” molekulas ar

Saistis Signala g &3
afinitati pret mikrocipa punktos wistifana enela generssan
imobiliz&tajam ,&smas” Reversas fazes proteinu mikrocCips
molekulam. Specifiski Anti_i

iezim&jot  punktos  saistitas Rnti-ﬁ.

»mérka” molekulas, iesp&jams

i nti-A Anti—i
ieglit pozitivu un negativu analiztjamais
matcnals
punktu rakstu, kur katra punkta ﬂﬁ} 6643

dota signala intensitate ir tieSi SaistiSana Signala generéfana

proporcionala  ,@mas” un B . _ o L .
7. attéls. Tie§as un reversas fazes mikrocipu salidzinajums (Liotta

,»mérka” molekulu kompleksu . | 2003).

daudzumam attiecigaja punkta.  Figure 7. Comparison of FPA and RPA.

Sada sistéma ir loti &rta, ja

nepiecieSams analizét lielu paraugu skaitu. Protetnu mikro¢ipu tehnologijam ir plass
pielietojums proteomikas pétijumos dazadu kvantitativu analizu veikSana, posttranslacijas
modifikaciju pétijumos, ka ari kliniskos izméginajumos, pieméram, biopsijas paraugu analizé
(Liotta et.al. 2003).

Iz8kir divas galvenas proteinu mikrocipu klases (7. attels) — tieSas fazes mikroCipus
(FPA), kas lauj analizet ,,mérka” molekulu profilu viena parauga un reversas fazes mikroc¢ipus
(RPA), kas sniedz iesp&ju salidzinat viena konkréta proteina saturu daudzos paraugos: (Liotta
et.al. 2003).

e FPA gadijuma uz Cipa tiek printétas daudzas atkirigas ,.€smas” molekulas
(pieméram, antivielas), kuru uzdevums ir specifiski saistit kadu konkrétu

proteinu no analiz€jama parauga. Katrs $ads Cips tiek inkub@ts ar vienu testa
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paraugu (pieméram, Stnu lizatu). Saistitie proteini tiek detekteti ar iezZimé&tu

antivielu vai iezimgjot tos tiesa veida.

Turpretl uz reversas fazes Cipiem tiek print€ti pasi analiz€jamie paraugi. Sadi
Cipi var saturét simtiem dazadu pacientu paraugu vai $tnu lizatu. Cipi tiek

testeti, apstradajot tos ar ligandu pret kadu paraugos potenciali esoSu proteinu.
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2.1.1 Reaktivi un izejvielas

2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

RazZotajs

Reaktivi un izejvielas

Ambion Inc. (Applied
Biosystems kops 2006. gada)
ASLA biotech Ltd., Latvija
AMRESCO, Lietuva
Bio-Rad, Inc.

GE Healthcare, Lielbritanija
Fermentas, Lietuva

IBA GmbH, Vacija

Invitrogen, ASV
Jackson ImmunoResearch Inc.

Jaunpagasts Plus, SIA, Latvija
Kodak, ASV

MERCK (EMD)

Premier Brands Ltd.,
Lielbritanija
SIGMA, ASV

STANLAB, Polija
Whatman Ltd., Lielbritanija

Peaxum-Camapa, Krievija

Amonija acetats

HRYV 3C proteaze

Tris baze (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diols)

APS (amonija persulfats); akrilamids; TEMED
(tetrametiletiléndiamins)

Amersham Hyperfilm™ ECL rentgenfilma

100bp+ Leader DNS garuma markieris; 6x DNA Loading Dye
Solution; IPTG (izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozids); 10x
Tango ™ buferis; 10x R buferis; 10x O buferis; 10x Eco RI buferis;
TOPvision™ LE-GQ agaroze; garnelu sarmaina fosfataze (SAP);
Taq DNS polimeraze; DNAsel; DNAse I buferis; RNAse A;
Proteinaze K; Hind III restrikcijas endonukleaze; Not I restrikcijas
endonukleaze; Eco RI restrikcijas endonukleaze; Sal I restrikcijas
endonukledze; PageRuler™ Prestained Protein Ladder proteinu
molekulmasas markieris; PageRuler™ Unstained Protein Ladder
protetnu molekulmasas markieris; High Fidelity PCR enzimu
maistjums; 10x High Fidelity PCR buferis ar 15mM MgCl,
StrepMAB Classic antiviela; StrepMAB Immo antiviela; Strep-
Tactin® Spin kolonnas

LB pulveris (LB BROTH BASE); etidija bromids (10mg/ml)

Cy3 ieziméta kazas anti-peles IgG; Cy5 iezZiméta kazas anti-cilvéka
IgG

Etanols

Dental Readymatic attistitajs; Dental Readymatic fiksaza

Anti T7 tail fiber antiviela; Borskabe; EDTA (etilen-diamin-
tetraacetats); hloroforms; karbenicilins; T4 polinukleotid kinaze;
glicerins; glicins; SDS

Marvel beztauku piena pulveris

Anti-peles 1gG (F, specifiska); Tween 20 detergents; MgCl,; PEG-
8000 (polietilen glikols 8000); Fenols:Hloroforms:IAA (25:24:1);
glikoze; ponso krasviela

NaCl

16 nitrocelulozes lauinu FAST slaidi; filtrpapirs; Protean
nitrocelulozes membrana

butanols

2.1.2 Reagentu un izejvielu komplekti

Razotajs Komplekts
Applied Biosystems, ASV BigDye Terminator cikliskas sekvené$anas reagentu komplekts
Fermentas, Lietuva PCR reagentu komplekts

GE Healthcare, Lielbritanija ECL Plus Western Blotting detekcijas reagentu komplekts; illustra
GFX, PCR, DNS un g¢la attirisanas reagentu komplekts

MBiotech, Dienvidkoreja SpinClean™ PCR attiri§anas reagentu komplekts

MERCK (EMD) Novagen” T7 Select klon&$anas reagentu komplekts; Novagen®™ DNS
ligesanas reagentu komplekts; Novagen® T7 Select pakosanas
reagentu komplekts;

Metabion GmbH, Vacija mi-PCR attiriSanas reagentu komplekts
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2.1.3 Sintgtiskie oligonukleotidi

Nosaukums

Sekvence

Izcelsme

3C-site-F

3C-site-R

CSAG2-F (Sall)
CSAG2-R (HindIII)
CXorf48-F (Sall)
CXorf48-R (HindIII)
DDX53-Cter-F (Sall)
DDX53-Cter-R (HindIIT)
DDX53-Nter-F (Sall)
DDX53-Nter-R (HindIII)
GAGE-F (EcoRI)
GAGE-R (HindIII)
HORMADI-F (Sall)
HORMADI1-R (HindIIT)
MAGEA-Nter-F (EcoRI)
MAGEA-Nter-R (HindIII)
NY-ESO1-Nter-F (EcoRI)
NY-ESO1-Nter-R (HindIII)
PAGE2/2B-R (HindIIT)
PAGE2B-F (Sall)
PAGE2-F (Sall)
PRKACA-Cter-F (Sall)
PRKACA-Cter-R (HindIII)
PRKACA-Nter-F (Sall)
PRKACA-Nter-R (HindIII)
T7 Down

T7 Up2

2.1.4 Buferskidumi

5'-Phos-GATCCACTGGAGGTGCTGTTCCAGGGTCCG-3'
5'-Phos-AATTCGGACCCTGGAACAGCACCTCCAGTG-3'
5'-ATTGTCGACGAAGGTGTTAAGAGAAAAGA-3'
5-ATTAAGCTTTCTTGGGAACTTTGATAGG-3'
5-ATTGTCGACCTCAGGCTTCTGAGACTTGC-3'
5S'-ATTAAGCTTAATAGTATAATCTATCACC-3'
5'-ATTGTCGACATGTCACCCAACGACAAAG-3'
5-ATTAAGCTTTCTTGATCGTGTTTCTCTGTGC-3'
5-ATTGTCGACGGCTGGAGTGGCCCCTTCG-3'
5'-ATTAAGCTTACTTTTCAAGTCATCACACG-3'
5’-ATTGAATTCTATGAGTTGGCGAGGAAGATC-3’
5’-TTAAGCTTTTCTTCAGGCGTTTTCACC-3’
5-ATTGTCGACGCAGTTTCAGTATCCTGTATC-3'
5-ATTAAGCTTAAGATCTGGACTTTCTTTAGAC-3'
5’-ATTGAATTCTATGCCTCTTGAGCAGAGG-3’
5’-TTAAGCTTCAGCATTTCTGCTTTGTG-3’
5’-ATTGAATTCTGCCATGCAGGCCGAAGGC-3’
5’-TTAAGCTTCAGCTCTGCTTCCATGG-3’
5-ATTAAGCTTTTCCATGTCAGGCCCTTGAAAAGC-3'
5'-ATTGTCGACAATATGAGTGAGCATGTGAGAAC -3'
5-ATTGTCGACAATATGAGTGAGCTTCTAAGAGC-3'
5-ATTGTCGACGTTCTTATCTATGAAATGG-3'
5'-AATAAGCTTGATTTCTTCTTCCTCATAGTC-3'
5'-ATTGTCGACGGCAGCGAGCAGGAGAGC-3'
5-ATTAAGCTTGTATAAGTTTGAGTTGTCC-3'
5'-AACCCCTCAAGACCCGTTTA-3’
5'-CTTCGCCCAGAAGCTGCA-3'

METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija
METABION, Vacija

Bufer§kidums

10x M9 sali

10x TBE buferis

10x TBS buferis

2,5x sekvenésanas buferis

Buferis TE

Precipitacijas $kidums

1) 420mM Na,HPO,
2) 240mM KH,PO,

3) 90mM NaCl
4)  190mM NH,CI

1) 0,89M Tris baze

2) 0,89M H;BO; (pH 8.3)

3) 20mM EDTA

1) 1,35M NaCl

2)
3)

1)
2)

1)
2)

1)
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0,25M Tris baze
0,25M Tris-HCI (pH 7,4)

200mM Tris baze
5mM MgCl2

10mM Tris-HCI (pH 7,5)
1mM EDTA

10mM CH;COONa (pH 4,6-5,2)
77% etanols



10x SDS-PAG elektroforézes buferis 1) 250mM Tris baze
2) 1,92M Glicins
3) 1% SDS

10x Parneses buferis 1) 250mM Tris baze
2) 1,92M Glicins

1x Parneses buferis Lai pagatavotu 1 litru:
1) 200ml metanols
2) 100ml 10x Transfer buferis
3) 700ml tdens

HRYV 3C proteazes buferis Lai pagatavotu 1ml:
1) 908ul udens
2) 50ul 1M Tris-HCI, pH7,0
3) 30ul 5M NaCl
4) 2ul0,5M EDTA
5) 10ul 100mM DTT

4x Tris/SDS pHS,8 buferis 1) 1,5M Tris baze
2) 0,4% SDS
3) HCI Iidz pH8,8

4x Tris/SDS pH6,8 buferis 1) 0,5M Tris baze
2) 0,4% SDS
3) HClIidz pH6,8

4x Laemmli paraugu buferis 1) 1ml glicerins
2) 3ml 10% SDS
3) 1,25ml 4x Upper tris/SDS buferis
4) 0,21ml 1% bromfenolzilais

Fagu ekstrakcijas buferis (PEB) 1) 100mM NaCl

2) 20mM Tris-HCI, pH8,0
3) 6mM MgSO,

2.1.5. Barotnes

Barotne Sastavs

LB barotne 1) 2% LB pulveris
2) 98% tidens

LB Top agars 1) 2% LB pulveris

2) 0,6% agaroze
3) 97,4% tudens

2.1.6. Bakteriju celmi un vektori

Nosaukums Izcelsme
Novagen® BLT-5615 Glycerol Stock MERCK (EMD)
T7-SIIT1 vektors Konstrugts Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju

centra véZa molekularas genétikas laboratorija uz
komerciali pieejama T7Select10-3b vektora (MERCK)
bazes.
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2.1.7. Serumi

Serumu paraugi nemti no Vacijas Véza izpétes centra, kur tie ievakti no II-IV stadijas
melanomas pacientiem, ka arT no Latvijas Onkologijas centra. Visi pacienti, no kuriem ievaks
serums, ieprieks informeéti par petijuma mérkiem, norisi un iesp&jamiem riskiem, ka art devusi
rakstisku piekriSanu saskana ar lokalo &tikas komisiju noteikumiem. Atlauju p&tijumiem
devusi LR Centrala Medicinas etikas komisija.

2.1.8. Aparatira un aprikojums

Apraksts Modelis Razotajs
Aukstuma bloks PCR-cooler Eppendorf, Vacija
Automatiskais sekvenators ABI PRISM 3100 Applied Biosystems, ASV

Autoradiografijas kasete
Centrifuga

Centrifuga

Cipu kasete

Cipu printeris

Cipu skaneris

DNS amplifikators
Horizontalas elektroforézes
vanna

Inkubators

Kelvinators

Kratitajs

Kratitajs

Laminars

Lidzstravas barosanas bloks
Magnétiskais maisitajs
Maisitajs

Maisitajs

Mikrovilnu krasns
pH-metrs

Spektrofotometrs

Svari

Termobloks

Termostats

UV transiluminators

Vertikalas elektroforézes vanna

Amersham HypercassetteTM
5415D

J-21C ar JA-10 rotoru

FAST® Frame

QArray Mini microarrayer
AQuire

GeneAmp” PCR System 9700
GNA-100

INFORS AG CH-4103
MDF-U53V
HOT-SHAKER

Orbital Shaker OS-20
DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-
AR

PowerPac Basic
MAGNETIC LABMIXER
Bio -Vortex V1

Elmi Intelli-Mixer RM-2
MI1712NR

pH 510

NanoDrop® ND-1000

PLS 360-3 (360+/-0,001g)
TDB-120

LKB Bromma 2219

UVT-20M/W
Mini-Protean TetraCell

27

GE Healthcare, Lielbritanija
Eppendorf, Vacija

Beckman Coulter, Inc.
Whatman Ltd., Lielbritanija
Genetix Ltd., Lielbritanija
Genetix Ltd., Lielbritanija
Applied Biosystems, ASV
Pharmacia, Zviedrija

Novatron, Inc.
SANYO Electric Co., Ltd.
SCIERA

Biosan Laboratories, Inc
Biosan Laboratories, Inc.

Bio-Rad, Inc.

LABOTEK, Latvija

Biosan Laboratories, Inc.
Rose Scientific Ltd., Kanada
Samsung, Dienvidkoreja
Oakton Instruments, ASV
Thermo Scientific, ASV
KERN, Vacija

Biosan Laboratories, Inc.
Pharmacia

Herolab, Vacija
Bio-Rad, Inc.



2.2. Metodes

2.2.1. 3C saita oligonukleotidu hibridizé$ana

1. Liofilizétus oligonukleotidus suspendé tideni Iidz koncentracijai 100pmol/ul, uzglaba
pie -20°C:
e 22 2nmol 3C-Site-F (5-Phos-GATCCACTGGAGGTGCTGTTCCAGGGTCCG-3') + 222l
tdens
e 26,1nmol 3C-Site-R (5'-Phos-AATTCGGACCCTGGAACAGCACCTCCAGTG-3') + 261l
tdens
2. Sagatavo reakcijas maistjumu oligonukleotidu hibridizacijai:
o 1ul 3C-Site-F (100pmol/ul)
e Iul 3C-Site-R (100pmol/ul)
e 5ul TE bufera
3. Denature sekundaras struktiiras, karsgjot reakcijas maisijumu 5 mintites pie 95°C.
4. Hibridize oligonukleotidus, reakcijas maisijumu 15 mintites inkubgjot istabas
temperatiira, uzglaba pie -20°C.

5. Parbauda hibridizacijas rezultatus, veicot elektroforézi uz 2% agarozes géla.

2.2.2. T7-SIIT1 vektora dubulta SkelSana pa BamHI un EcoRI restrikcijas saitiem

—

Ske] T7-SIIT1 vektoru pa BamHI un EcoRI saitiem:
e Sagatavo reakcijas maisijumu:
= 7ul SIIT1/T7 vektora (100ng/pl)
= 4pl 10x Tango™ bufera
= (0,5ul BamHI restrikcijas endonukleaze (10U/ul)
= 0,5ul EcoRlI restrikcijas endonukleaze (10U/ul)
= 8ul udens
e Inkubé 3h pie 37°C
2. Pievieno 1ul SAP (1U/ul), kas katalizé 3° un 5’ fosfatgrupu atbrivoSanu no DNS
molekulas. Inkubé 30 minttes pie 37C inkubé 30 minutes pie 37°C
3. Inaktivé SAP, karsgjot 15 miniites pie 80°C
4. Fenole

5. Hloroforme
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6. Pievieno reakcijas maistjumam:
e 1l glikoigéna (10mg/ml)
e 100pl 5M amonija acetata
e 500ul 96% etanola
7. Precipité 1h pie -70°C
8. Centrifugg 15 miniites pie 4°C un maksimala g
9. Skalo 2x ar 1ml 70% etanolu
10. Nogulsni suspendé 5ul TE bufera, uzglaba pie 4°C

2.2.3. 3C proteazes saita ligéSana T7-SIIT1 vektora

1. Sagatavo ligéSanas reakcijas maisijumu:
e 0,5ul 10x ligésanas buferis
0,5ul 10mM ATP
e 0,5u1 100mM DTT
e 0,5ul4U/ul T4 DNS ligaze
e 2ul T7-SIIT1 vektors (Skelts pa BamHI un EcoRI)

e Il ds 3C saita oligonukleotids (14,3pmol/ul)
2. Samaisa pipet&jot un ligé 14h pie 16°C.
3. Uzglaba pie 4°C.

2.2.4. Rekombinanto T7 fagu pakoSana

1. Uz ledus bloka atkausé T7 pako$anas ekstraktu (T7Select” Packaging Extract)

2. 25ul T7 pakosanas ekstrakta tilpumam (25ul pakojums var tikt sadalits mazakos
reakcijas tilpumos, $ada gadijuma jalieto ar proporcionali mazaki pargjo reagentu
tilpumi) pievieno 5ul ligésanas reakcijas vai 0,5ug kontroles DNS. Maisa pipetgjot
(nevortekset!).

3. Inkubeg reakciju istabas temperatiira (22C) 2 stundas.

4. Partrauc reakciju, pievienojot 270l sterila LB. Ja reakciju paredzets uzglabat ilgak
par 24h, pievieno 20ul hloroforma un samaisa invertgjot. Uzglaba pie 4C lidz 1

nedélai bez butiskiem titra zudumiem.

2.2.5. Rekombinanto fagu titréSana

1. Sagatavo E.coli $linas titréSanai. Laminaras pliismas boksa pagatavo sekojosu
maistjumu:

e 10ml LB barotne
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e 1ml 10x MO sali
e 100ul 40% glikoze
e 10ul IM MgSO4
e 10ul karbemicina (100ug/ml)
e 100ul E.coli BLT-5615 naktskultiiras
Inkubg 2h kratitaja (160RMP) pie 37C. Pievieno 1/1000 tilpuma IPTG. Turpina
inkubaciju vél 30 miniates. Uzglaba pie 4C lidz 48 stundam.
2. Izkaus€ LB TOP agaru, iepilda stobrinos (materialu daudzumi doti 1. tabula) un

ievieto termostata pie 50C.

1. tabula.
Izejvielu daudzumi atkariba no izmantotajam platiteém
Table 1
Amounts of ingredients depending of used plates
Platite Top agars | BLT-5615 kultira Karbemicins, IPTG, IM
60mm 1,5 ml 100 pl 1,5 ul 1,5 ul
100mm 3,0 ml 250 ul 3,0 ul 3,0 ul
150mm 10,0 ml 800 ul 10,0 ul 10,0 pl
10x10cm | 5,0 ml 450 ul 5,0 ul 5,0 ul

3. Pagatavo fagu atskaidijumu sériju fagu ekstrakcijas buferi (1/10°-1/10* —
rekombinantam fagam un lidz 1/10°, ja izmantota T7 pako$anas kontroles DNS
(T7Select” Packaging Control DNA).

4. 1pl no katra atSkaidijuma pievieno E.coli BLT-5615 kultiirai, maisijumu pievieno pie
izkauseta LB TOP agara. Pievieno karbemicinu un IPTG, invertg, uzlej uz sasilditas
platites ar LB TOP agaru un atstaj Iidz sacieté. Inkub€ termostata pie 37C 1-1,5h lidz
skaidri saskatami plaki.

5. Saskaita plakus un aprékina bibliotekas titru péc formulas: ny=n-x-V, kur n, —
bibliotekas kopgjais apjoms, n — plaku skaits uz platites, x — atSkaidijuma reizu skaits,

V, — bibliotekas kopgjais tilpums (ul).

2.2.6. Fagu izolé$ana

1. Izmantojot pipeti, no Petri plates izol€ atseviskus plakus.
2. Katru plaku suspendé 100pl fagu ekstrakcijas bufera. Vortekse. Centrifugg, lai savaktu
suspensiju stobrina apaksa.

3. Uzglaba pie 4C.
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2.2.7. T7 polilinkera rajona PCR amplificé$ana

PCR jeb polimerazes kédes reakcija ir in vitro DNS amplificéSanas metode, kas balstas
uz DNS polimerazes darbibu. PCR reakcija parasti tiek lietota termoizturiga DNS polimeraze,
pieméram, Taq polimeraze, kas izoléta no termoizturigas Thermus aquaticus baktérijas, laujot
automatizét PCR reakciju, jo péc katra cikla vairs nav japievieno jauna DNS polimeraze. Ta
ka DNS polimeraze nespgj sintezet jaunu DNS k&di, bet tikai pagarinat esoSo, PCR reakcija
tieck izmantoti DNS praimeri — 71si oligonukleotidi, kas ir komplementari kadam
amplificéjamas DNS regionam. T7 vektora polilinkera rajona PCR amplificésanu veic
sekojosi:

1. Sagatavo PCR reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 20ul (uz aukstuma bloka):
e 2ul 10x PCR bufera
e 2ul 25mM MgCl,
e 2ul. 2mM dNTPs
e 11,85ul. tdens
e 0,15ul 5U/ul Taq DNS polimeraze
e 0,5ul 10pmol/l T7 Up2 praimera
e 0,5ul 10pmol/l T7 Down praimera
e 1ul T7 faga suspensijas
2. Amplifice DNS, veicot PCR sekojoSos apstaklos:

Temperatiira Ilgums
Sakotngja DNS denaturacija 94C 4 min
DNS denaturacija 94°C 30s
Praimeru hibridizacija 50C 30s 35 cikli
DN sintéze 72°C 455
Nosledzosa faze 72°C 10 min
Uzglabasana 4C ©

-V

3. Veic PCR produkta attiriSanu ar Metabion PCR attiriSanas reagentu komplektu
atbilstosi razotaja protokolam, elué DNS 50ul dH,O un noméra koncentraciju ar

NanoDrop® ND-1000 spektrofotometru.

2.2.8. DNS elektroforéze agarozes géla

Lai raksturotu DNS garumu, tiribas pakapi vai ar1 izdalitu noteikta garuma DNS
frakciju, veic elektroforézi, kura balstas uz DNS molekulas sp&ju parvietoties elektriskaja
lauka. Lai ierobezotu molekulas kustibu atkariba no tas izméra, izmanto nes€jus. DNS

elektroforézi visbiezak veic 0,6-2,0% agarozes g€la. Ta ka, palielinot agarozes koncentraciju,

31



samazinas poru izmers agarozes g€la, géla koncentraciju izvelas atbilstosi analiz€jamas DNS

garumam (2. tabula).

2.tabula
Agarozes gé€la koncentracijas izvéle atkariba no analizéjamas DNS garuma

Table 2
Concentrations of the agarese gel depending of analysable DNA'’s length

DNS garums, kb | 0,1-3,0 0,2-4,0 0,4-6,0 0,5-7,0 0,8-10 1,0-20

Agaroze, % 2,0 1,5 1,2 0,9 0,7 0,6

Ja DNS garums ir mazaks par 0,1kb, ka nes€ju izmanto poliakrilamida g€lu, savukart, ja DNS
garums parsniedz 20kb, izmanto pulsgjosa lauka elektroforézi mainiga virziena elektriskaja
lauka, jo DNS fragmenti, kas parsniedz 23kb, nemainiga virziena elektriskaja lauka kustas ar
vienadu atrumu, savukart pulsgjosa lauka, pateicoties DNS molekulas orientacijas mainai,
iesp&jams analizet [idz pat 10Mb garus DNS fragmentus.

DNS elektroforgzi veic sekojosi:

1. Pagatavo nepiecieSamas koncentracijas agarozes Skidumu atbilstosi analiz€jamas DNS
garumam (2. tabula).

e Nosver nepiecieSamo daudzumu agarozes, izSkidina 0,5x TBE buferi, karsgjot
mikrovilpu krasni.

e Pievieno 10mg/ml etidija bromidu (Iul uz 100ml agarozes géla), kas spgj
saistities pie dubultspiraliz&€tas DNS un ir fluorescenti detektgjams.

2. Skidumu atdzesé lidz aptuveni 60C un iepilda elektroforézes kariete ta, lai kemmites
zari iespiestos aptuveni 2-3mm dzili g€la. Karieti atstaj nekustigu, lidz agarozes
Skidums pariet gela stavokli.

3. Elektroforézes vanninu uzpilda ar 0,5x TBE bufera ar aprékinu, lai tas nedaudz
parsegtu agarozes g€lu. No elektroforézes karietes iznem kemmtti un karieti ar g€lu
ievieto elektroforézes vannina.

4. Sagatavo DNS paraugus uzneSanai uz géla.

e 2ul DNS suspensijai pievieno 1ul 2x uzneSanas krasas Skiduma (Loading Dye
Solution).

5. DNS paraugus ienes bedrités uz agarozes g€la. Vanninu pieslédz pie Iidzstravas

barosanas bloka (100V) un atstaj uz aptuveni 40 miniitém (atkariba no DNS garuma)

6. Agarozes g€lu iznem no elektroforézes karietes un apliikko UV transiluminatora.

2.2.9. T7 polilinkera rajona DNS krasas-terminatora sekvenéSana

Krasas-terminatora sekvenéSana ir klasiskas Sangera jeb k&des-terminacijas metodes

modifikacija, kas, pateicoties ar augstas jutibas pie atSkirigiem vilpa garumiem fluorescentam
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krasvielam iezim@tiem termingjosiem didezoksiribonukleotidiem, lauj veikt visu Ccetru

nukleotidu sekveng$anu viena reakcija. Sekven&$anas reakcijai izmanto jau gatavu BigDye®

maisijumu, kas satur fluorescenti iezZimetus termingjoSos ddNTPs, dNTPs un termiski izturigu

AmpliTaq” DNS polimerazi. Sekvengsanu veic péc sekojosas shémas:

1. Ar Metabion PCR attiriSanas reagentu komplektu attiritai DNS noméra koncentraciju.

DNS daudzumu sekvencéSanas reakcijai izvelas atkariba no sekvencg&jamas DNS

garuma (3. tabula), ko nosaka, veicot DNS elektroforezi.

3. tabula
DNS daudzuma izvéle sekvencesSanai
Table 3
Selection of DNA gquantity for sequencing
DNS garums, bp 100-200 | 200-500 | 500-1000 | 1000-2000 >2000 pDNS
DNS sekvené$anai, ng | 1-3 3-10 5-20 10-40 40-100 | 200-500

2. Sagatavo reakcijas maistjumu ar kopgjo tilpumu 10ul (uz aukstuma bloka):

3. Amplificé DNS, veicot PCR sekojoSos apstak]os:

x ul DNS paraugs
y wul idens

3ul 2,5x sekvengsanas buferis

1ul 2,5pmol/pl T7 Up2 (vai 2,5pmol/ul T7 Down) praimeris

1ul BigDye®

Sakotngja DNS denaturacija

DNS denaturacija

Praimeru hibridizacija

DNS sintéze

Nosleédzosa faze

Uzglabasana

4. Veic sekvenésanas reakcijas attiriSanu:

94°C
94°C
57C
60°C
60°C
4C

Temperatura

Ilgums
3 min
30s
15s
4 min
10 min

o0

25 cikli

10ul sekveneSanas reakcijas maisijumam pievieno 130ul precipitacijas

Skiduma, parnes 1,5ml stobrina, savortekse.

Precipiteé DNS 15 mindtes pie 4C.

Centrifugé 10 minttes pie 13,2 kRMP 4°C temperatiira, aizvac supernatantu.

Pievieno 1ml 70-75% etanolu, inverte, centrifugé 5 minites pie 13,2 kRMP

istabas temperatiira, aizvac supernatantu.

Atkarto iepriek$gjo darbibu.
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e Centrifuge, lai savaktu atlikuSo supernatantu stobrina apaksa, aizvac to ar
mikropipeti.
e Stobrinus zave atverta veida, 11dz tie pilniba izzuvusi.
5. Veic kapilaro elektroforézi un sekvences nolasiSanu ar ABI Prism Genetic Analyzer
3100.

6.Veic sekvencu analizi ar Contig Express datorprogrammu.

2.2.10. Fagu amplificéSana

1. Uzaudze E.coli BLT-5615 §tnas:
e Sagatavo sekojoSu maisijumu:
= 100ml LB
= 10ml 10x M9 sali
= 1Iml 40% glikoze
= 100pl IM MgSOg4
= 1,Iml BLT-5615 ON kultira
e 2.5h inkubé uz kratitaja pie 37°C, 200RMP
e Pievienol12ul IM IPTG
e Turpina inkub&t 30 miniites pie 37°C, 200RMP

2. 5ml stnas inficé ar 50ul zema titra T7-SIIT1-3C. Inkubg aptuveni 1,5h pie 37°C,
200RMP, l1dz Suinas tiek lizeétas. Centrifugeé 10 minites pie 3,7kRMP. 3x1ml
supernatantam ar augsta titra T7-SIIT1-3C pievieno 0,1 tilpumu 80% glicerina uzglaba
kelvinatora pie -80°C, pargjo — pie 4°C tulitgjai lietosanai.

3. 100ml BLT-5615 kultiiras inficé ar 20ul augsta titra T7-SIIT1-3C. Inkubé aptuveni 2h
pie 37°C, 200RMP, lidz stinas tiek liz€tas. Pievieno 20ul DNAsel, turpina inkubgét vél
15 minttes.

4. Pievieno 2,5g NaCl (iz8kidina, izmantojot magné&tisko maisitaju). Centrifugé 10
miniites pie 8kRMP, 4°C. Pievieno supernatantam 10g PEG-8000, $kidina uz
magnétiska maisitaja. Atstaj uz nakti precipitéties pie 4°C.

5. Centrifugé 10 minttes pie 7800 kRMP. Aizvac supernatantu, izzave nogulsni,

resuspend€ 3ml PEB.

2.2.11. Fagu DNS izdaliSana

1. T7-SHT1-3C vektora DNS suspensijai pievieno 10ul DNAsel un 30ul DNAsel buferi
(ar Mg>"). Inkubg 1h pie 37°C.
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11.
12.
13

14.

2.2.12.

Inaktivé DNAsel un izjauc faga dalinas, pievienojot 0,15ml 0,5M EDTA (pH 8,0) un
0,15ml 10% SDS. 10 miniites maisa invertgjot.

Fenolé. Atkarto fenoléSanu, [idz interfazeé nav redzamas nogulsnes.

Hloroformé.

Pievieno 2 tilpumus 96% etanola tidens fazei. Atstaj uz nakti precipitéties pie -20°C.
Cenrtifugeé 30 minttes pie 12kRMP, 10°C.

Skalo nogulsni 1x ar 75% etanolu un 1x ar 96% etanolu.

Nozave nogulsni, Skidina 600ul TE buferi.

Pievieno 10ul RNAseA, inkubg 2h pie 37°C.

. Pievieno 10ml proteinazi K (21,4 mg/ml), inkub€& 2h pie 37°C, atdzesg 11dz istabas

temperatirai.
Fenolg (2x).

Hloroformé (2x).

. Pievieno 2,5 tilpumus 96% etanola un 0,5 tilpumus 3M CH3COONa (pHS5). Precipité

20 miniites pie -70°C.
Centrifugé 15 minttes pie maksimala g, 10°C. Aizvac supernatantu. Nogulsni 2x skalo
ar 75% etanolu, izzave, suspendé 400ul TE bufert. Noméra DNS koncentraciju,

izmantojot NanoDrop spektrofotometru.

T7-SIIT1-3C vektora DNS skelSana pa HindIII un Sall / EcoRI restrikcijas saitiem

Sagatavo reakcijas maistjumu T7-SIIT1-3C vektora DNS skelSanai pa Sall vai EcoRI
saitiem:

o 6,8ul 1477ng/ul T7-SIIT1-3C vektora DNS (2.2.11.)

e 15ul 10x O buferis (SkelSanai ar Sall) vai 15ul 10x ECcoRI buferis (Skel$anai ar

EcoRI)

e 30ul 10U/ul Sall vai 30ul 10U/ul EcoRI restrikcijas endonukleaze

e 98,2ul tdens
Skel 16h pie 37°C.
Pievieno 0,1 tilpumu 5M NaCl un 3 tilpumus 96% etanola, precipité 30 miniites pie -
20 °C, centrifuge 20 mintites pie 4 °C un maksimala g, aizvac supernatantu.

Skalo nogulsni ar 70% etanolu (2x), resuspendé 10ul @idens.
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10.
11.

12.

2.2.13.

Pievieno:

e 15ul 10x R buferi

e 30ul 10U/ul HindIII restrikcijas endonukleazi

e 95ul tdens
Ske] 16h pie 37°C.
Pievieno 15ul 1U/ul garnelu sarmaino fosfatazi (SAP), kas katalizé 3’ un 5’
fosfatgrupu atbrivosanu no DNS molekulas. Inkubé 30 minttes pie 37C.
Karsé 15 mintes uz termobloka pie 80C, lai inaktivétu SAP.
Fenolg (2x)
Hloroformé
Pievieno 0,1 tilpumu 5M NaCl un 3 tilpumus 96% etanola, precipité 30 miniites pie -
20 °C, centrifuge 20 minites pie 4 °C un maksimala g, aizvac supernatantu.
Skalo nogulsni ar 70% etanolu (2x), resuspendé 11ul TE bufera. Nom&ra DNS

koncentraciju, izmantojot NanoDrop spektrofotometru.

Audzgja antigénu DNS PCR amplificeSana

2.

Sagatavo PCR reakcijas maistjumu:

e 4ul 10x High Fidelity PCR buferis

o 4ul 25mM MgCl,

e 4ul. 2mM dNTPs

e 24yl tdens

e lul 10uM F-praimeris ar ECORI (MAGEA, GAGE un NY-ESO1 antigéniem)
vai Sall (par€jiem antigéniem) Skel$anas saitu

e Iul 10uM R-praimeris ar HindIII Skel$anas saitu

e 1l neatSkaiditas s€klinieku kDNS vai monoklonalu bibliotékas fagu ar
atbilstoSu antigé€na insertu.

Amplifice DNS, veicot PCR sekojoSos apstaklos:

Temperatiira Ilgums

Sakotngja DNS denaturacija 94C 4 min

Partrauc reakciju, pievieno 1pl 3:10 atSkaidttu High Fidelity enzimu maisijumu

DNS denaturacija 94°C 45

Praimeru hibridizacija 60°C 30s 35 cikli
DNS sintéze 72°C 45

Nosledzosa faze 72°C 7 min

Uzglabasana 4C 0
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2.2.14.

PCR produktu DNS pas-ligéSana

Ta ka optimalai restrikcijas endonukleazu darbibai parasti nepiecieSams 5’

pagarinajums aiz atpaziSanas saita, DNS SkelSanas efektivitates palielinasanai javeic skelamo

fragmentu pas-ligéSana, jo izmantotajiem praimeriem 5’ pagarinajums aiz restrikcijas saita ir

tikai 3

nukleotidi, kam atbilst, pieméram, 10%/2h un 75%/20h SkelSanas efektivitate ar

HindIlII restrikcijas endonukleazi.

1. Sagatavo reakcijas maistjumu 5’ galu fosforiléSanai ar PNK:
e 18,5ul PCR produkta (vidgji 20-40ng DNS/ul)
e 2.5l 10x ligésanas bufera
e 1ul 10U/ul PNK

2. Inkubé 30 miniites uz termobloka pie 37°C

3. Pievieno 0,5ul 5U/ul T4 DNS ligazi un 2,5ul 50% PEG-4000

4. Inkubg ligazes reakciju 1h pie 22°C

5. Inaktivé ligazi, karsgjot 15 miniites uz termobloka pie 65°C

6. Parbauda, vai DNS fragmenti salig€jusies, veicot elektroforézi 1,5% agarozes ggla
(2.2.8.). Veic DNS skelsanu pa HindIII un Sall / EcoRI restrikcijas saitiem (2.2.15.).

2.2.15. Ligéto PCR produktu Skel$ana pa HindIII un Sall / ECORI restrikcijas saitiem

1. Attira ligazes reakciju (2.2.14.) ar MicroSpin kolonnu péc razotaja protokola.

2. 30ul paraugam pievieno 1ul 10U/uL EcoRI (MAGEA, GAGE un NY-ESO1
paraugiem) vai 1pul 10U/ul Sall (pargjiem paraugiem) restrikcijas endonukleazi un
attiecigi Sul 10x EcoRI vai O buferi.

3. Inkubg 1h pie 37°C.

4. Attira reakciju ar illustra GFX, PCR, DNS un g¢la attiriSanas reagentu komplektu péc
razotaja protokola, elu€ 44ul tidens.

5. Pievieno Sul 10x R buferi un 1pl 10U/ul HindIII restrikcijas endonukleazi.

6. Inkubgé 1h pie 37°C.

7. Attira reakciju ar illustra GFX, PCR, DNS un ggla attiriSanas reagentu komplektu péc
razotaja protokola, elu€ 20ul iidens. Nomera koncentraciju, izmantojot NanoDrop
ND1000 spektrofotometru.

2.2.16. Antigénu insertu ligé8ana T7-SIIT1-3C vektora

1. Sagatvo ligazes reakcijas maisijumu:

e 0,5ul 10x ligésanas buferis
e 0,5ul 10mM ATP
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2.2.17.

e 0,5u1100mM DTT
e 0,5ul 4U/ul T4 DNS ligaze
o 1ul skelts T7-SIIT1-3C vektors (2.2.12.)
a) Skelts ar HindIII+EcoRI, 135ng/ul - MAGEA, GAGE un NY-ESO1
insertiem
b) Skelts ar HindIII+Sall, 140ng/ul — pargjiem inertiem
e 2yl antigénu inserti (2.2.15.)
Lige 14h pie 16°C
Pako ar T7Select® pakosanas ekstraktu (2.2.4.), amplificé uz platites E. coli BLT-5615
kultiira (2.2.5.), izole plakus (2.2.6.), amplific€ (2.2.7.) un sekvence (2.2.9.)
polilinkera rajonu. Analiz€ sekvences ar Contig Express datorprogrammu un izvélas

pareizi uzkonstrugtos klonus, kurus talak amplificg (2.2.17.) 6ml BLT-5615 kultiiras.

Audzgju antigenus neso$o T7-SIIT1-3C vektoru amplificeSana

Sml BLT-5615 kultaru (ka 2.2.10.) infic€ ar 10ul augsta titra antigénu nesosu T7-
SIIT1-3C fagu (2.2.16.); inkubg pie 37°C lidz $inas tiek liz&tas.

Centrifugé 10 minttes pie 4 kRMP, supernatantu parnes jauna stobrina.

Lizatam pievieno 1ml 20% PEG-8000 / 2,5M NaCl skiduma, samaisa invert&jot, atstaj
lidz nakamajai dienai precipitéties pie 4 C

Sadala lizatu pa 2ml stobriniem, centrifugé 10 minites pie 4'C un maksimala g

Aizvac supernatantu. Nogulsni suspendé 200ul 3C proteazes bufera

Antigenu atSkelSana ar 3C proteazi no T7-SIIT1-3C vektoru apvalka 10B proteina

2.2.19.

. 40ul faga suspensijas (2.2.17.) pievieno 100ul 3C buferi un 10pl 4U/pul 3C proteazi.

Inkubg reakcijas maisijumu 16h pie 8'C uz maisitaja

Attira StreplITag iezimi saturoSos noskeltos antigénu peptidus ar StrepTactin Spin
Column regentu un izejvielu komplektu péc razotaja protokola. Elué 80ul BE bufera.
Nomeéra proteinu koncentraciju ar NanoDrop ND-1000 pektrofotometru. Veic noskelto
peptidu imunoblotu (2.2.19.). Noskeltos peptidus izmanto proteinu mikro¢ipu

izgatavoSanai (2.2.20.).

Proteinu imunoblots

. Proteinu paraugus frakciong pec masas denaturjosa poliakrilamida ggla (SDS-PAGE)

1) Stikla elektroforézes karieti ievieto stativa

2) Sagatavo sekojoSus g€lu maisijumus:
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Apakseéjais gels (12%): Augséjais géls (5%):

4ml 30% akrilamids 1,66ml 30% akrilamids
2,5ml Tris/SDS pHS,8 2,5ml Tris/SDS pH6,8
3,4ml Gidens 5,75ml tdens

3) Iml apaksgja géla maisijumam pievieno 10ul 10% amonija persulfata (APS)
un 2pl 6,6M TEMED. Uzpilda karieti [idz 1cm no apaksas (korka géls)

4) Tiklidz korka géls sapolimerizgjies, atlikusajam apaks$gja géla maisijumam
pievieno 80ul 10% APS un 10ul 6,6M TEMED un ienes karietg [idz Smm
atzimei zem kemmites zaru limena. Virs g€la uznes 200ul butanola, lai
nodro$inatu bezskabekla apstaklus géla polimerizacijai. Péc géla
polimerizacijas butanolu atstc.

5) Augsgja (koncentrgjosa) g€la maistjumam pievieno 80ul 10% APS un 10ul
6,6M TEMED. Turot kemmtti ieslipi, lai starp tas zariem neveidotos gaisa
burbuli, uzpilda karieti Iidz augsSai ar augs¢ja géla maisijumu. levieto kemmiti
tai paredzetaja pozicija un gaida Iidz géls sapolimerizgjas.

6) levieto karieti ar ge€lu elektroforézes kasete, kuru, attiecigi, ievieto
elektroforézes vanna. Uzpilda kaseti un vannu ar 1x SDS-PAG elektroforézes
buferi. Iznem kemmiti no g€la. Izskalo bedrites ar 1x Running buferi.

7) 10ul analiz€jamiem proteinu koloidiem pievieno 4pl Laemmli paraugu bufera,
vara 5 minttes pie 100°C. (Ja uz géla tiek nests fags, to vispirms nokarsé 3
minites pie 100°C un apstrada ar DNazi).

8) Analiz&jamos paraugus uznes uz géla. Lai noteiktu proteinu masu, uz géla
uznes ar1 sekojosus markierus:

e Sul PageRuler prestained protein ladder
e 3ul PageRuler unstained protein ladder (ar StrepTag iezimi)

9) Veic elektroforézi pie 20mA apméram 1h (Iidz krasota markiera vieglaka
frakcija sasniedz korka gg€lu).

2. Parnes proteinus no poliakrilamida g€la uz Protean nitrocelulozes membranas
(elektroblots)

1) Gelam ar skalpeli atdala augs§€jo koncentréjosa géla zonu. Samitrina Whatman
filtrpapiru un stiklus parneses buferi.

2) Imunoblota kaset€ secigi ievieto siikli, Whatman filtrpapiru, gélu, Protean
nitrocelulozes membranu, Whantman papiru, stkli (ar aprekinu, lai géls

atrastos katoda, bet membrana — anoda pusg)
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3) Ievieto kaseti elektroforézes vanna ar parneses buferi (uz magnétiska maisitaja)
un uz 16h pieslédz lidzstravas barosanas blokam (30V, ~120mA)

4) Kraso uz membranas parnestos proteinus ar 10% Ponso krasvielu (membranu
iemérc krasa uz 3 minttém, skalo ar tideni)

3. Bloké membranu un inkubg ar antivielu pret StrepllTag

1) Bloké membranu ar 5% piena pulveri 1xTBS + 0,05% Tween 20 buferi 1h uz
kratitaja

2) Inkub& membranu 1h 1x TBS bufert ar 0,5% piena pulvera un 1:5000
atSkaiditu StrepMAB-Classic antivielu

3) 2x noskalo membranu ar 1x TBS + 0,5% Tween20 buferi; 3x pa 15 minttém
mazga membranu 1x TBS + 0,5% Tween20 bufert uz kratitaja.

4) Inkub& membranu l1h 1x TBS bufert ar 0,5% piena pulvera un 1:50000
atSkaiditu sekundaro antivielu (HRP konjuggta anti-peles IgG)

5) 2x noskalo membranu ar 1x TBS + 0,5% Tween20 buferi; 3x pa 15 minttém
mazga membranu 1x TBS + 0,5% Tween20 bufert uz kratitaja.

4. Detekte StrepllTag iezim&tos peptidus

1) Detekcijai izmanto EC Plus Western Blotting Detection reagentu komplektu,
kas ar HRP dod hemiluminiscentu reakciju pie 410nm. Sajauc 1,5ml ECL Plus
Skidumu A ar 38ul ECL Plus §kiduma B. Maisijumu uznes uz membranas un
izlidzina pa visu tas virsmu. Lieko notecina.

2) Membranu ievieto Amersham Hypercassette'™ kasetg starp divam polietiléna
plévem, virsii uzklaj atbilstosa izméra Amersham Hyperfilm™ rentgenfilmu
un kaseti noslédz.

3) Péc 5 miniitém eksponéto filmu attista, lai noskaidrotu optimalo ekspozicijas
laiku. Kaset ievieto jaunu filmu, kuras ekspozicijas laiku izvélas atkariba no
pirmas filmas ekspozicijas pakapes.

4) AttistiSanu veic 1 mintti iemércot filmu attistitaja un talak, sekojos$i, 1 minditi —

fiksaza. Filmu skalo ar krana udeni

2.2.20. Antigénu mikrodipu izgatavoSana un testé$ana

1. Antigénu paraugus (neSkeltu fagu, skeltu fagu, atSkeltu peptidu) printe uz 16
nitrocelulozes laucinu FAST slaidiem, izmantojot QArray Mini microarrayer printeri.

2. FAST slaidu ievieto FAST Frame kaset€. Bloke ar piena pulveri 1h uz kratitaja
(50rmp), ienesot katra laucina 90ul 5% piena pulvera koloida 1xTBS bufer ar 0,05%
Tween 20.
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3.

10.

11.

Preabsorbé serumu paraugus ar E. coli — T7 faga lizatu:
1) Sagatavo sekojoSu maisijumu:
e 180ul 1x TBS ar 0,5% piena pulveri
e 10ul E. coli lizats
e 10ul E. coli — T7 faga lizats
e Il serums
2) Inkubé 1h uz maisitaja
Nolej no slaida blok@$anas maistjumu. Uznes uz nitrocelulozes lauciniem 90ul
preabsorbétu serumu. Laucinos, kur netiek uznests serums, uznes pa 90ul 1x TBS ar
0,5% piena pulveri. Inkub€ 2h uz kratitaja (50rmp).
2x skalo slaidu, atsticot ar pipeti serumu un ienesot 90ul TBS ar 0,5 Tween 20. Iznem
slaidu no kasetes un ievieto Petri platé ar 1x TBS + 0,5% Tween 20. Mazga 4x pa 15
miniit€m uz kratitaja (50rmp), katrreiz nomainot buferi.
Pagatavo antivielu atSkaidijumus 1x TBS buferT ar 0,5% piena pulveri:
1) T7 astes sSkiedras antiviela — 1/10000
2) StrepMAB Immo — 1/4000
3) StrepMAB Classic — 1/4000
Ievieto slaidu kaset€. Ar serumu inkubétajos laucinos ienes 90ul T7 astes Skiedras
antivielas atskidijuma. Cetros ar serumu neinkubétos laucinos ienes pa 90l katras
antivielas atSkaidfjuma. Inkub@ 1h uz kratitaja (50rmp)
2x skalo slaidu, atsticot ar pipeti antivielas atSkaidijumu un ienesot 90ul TBS ar 0,5
Tween 20. Iznem slaidu no kasetes un ievieto Petri platé ar 1x TBS + 0,5% Tween 20.
Mazga 3x pa 10 mintiteém uz kratitaja (50rmp), katrreiz nomainot buferi.
Pagatavo sekundaro antivielu atSkaidijumus 1x TBS bufert ar 0,5% piena pulveri:
1) CyS5 ieziméta kazas anti-cilvéka IgG — 1/1500
2) Cy3 ieziméta kazas anti-peles IgG — 1/3000
Ievieto slaidu kaset€. Ar serumu inkubétajos laucinos ienes 45ul Cy3 un 45ul Cy5
iezimétas antivielas atSkidijuma. Cetros ar serumu neinkubétos laucinos ienes 90pul
Cy3 iezimétas antivielas.
2x skalo slaidu, atsticot ar pipeti antivielas atSkaidijumu un ienesot 90ul TBS ar 0,5
Tween 20. Iznem slaidu no kasetes un ievieto Petri platé ar 1x TBS + 0,5% Tween 20.
Mazga 3x pa 15 minttém uz kratitaja (50rmp), katrreiz nomainot buferi. Noskalo ar

destilétu tideni. Nozave centrifuggjot.

12. Nolasa ¢ipu ar AQuire skeneri. Analiz€ ar Genetix QScan datorprogrammu.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Misu laboratorija paslaik tiek veikts p&tijums, kura meérkis ir identific€t reprezentativu
skaitu melanomas un kupga v&éZzu antigénu, izgatavot antigénu mikroCipu, ar ta palidzibu
noteikt autoantivielu repertuaru véza pacientu un veselu cilvéka seruma, un novertét iesp&jas
izstradat uz autoantivielu noteikSanu balstitu neinvazivu diagnostikas testu. P&tijuma ietvaros
antigénu identificéSanai tick izmantota uz T7 fagu displeju balstita SEREX metode. Sai
metodei ir virkne prieksrocibu, salidzinot ar klasisko SEREX. Izmantojot fagu displeja kDNS
bibliotekas, rekombinantie proteini tiek ekspreséti ka himérie proteini ar faga virsmas
proteinu 10B un eksponéti uz fagu dalinu virsmas, kas dod iesp€ju bagatinat fagu biblioteku
ar kloniem, kas ekspres€ antigé€nus pret kuriem seruma ir antivielas procesa, ko sauc par
biopanning. Tas aizvieto laika un darba-ietilpigo imunoskriningu klasiskaja SEREX
metodika, ka rezultata §1 metode ir ieveérojami atraka, ka arT dod iesp€ju vienlaikus analizet
vairakas kDNS bibliotekas. Tacu identificéto antigénu sekvencu analize paradija, ka tikai
~10% gadijumu uz faga virsmas tiek eksponéti dabiskaja faze transléti proteini, bet pargjos
gadijumos tiek ekspreséti peptidi, kas iegti transl€jot genomiskas DNS fragmentus, mRNS
5> vai 3° UTR vai kDNS fragmentus alternativa nolasiSanas faze, tadel, lai apietu So
problému, miisu laboratorija uz Novagen T7Select10-3b bazes tika izstradats jauns T7 faga
displeja vektors, kas, pateicoties 8 aminoskabju garu Strep-11-Tag iezimi kodg&josas sekvences
insertam 3’ virziena no kKDNS insercijas rajona, sniedz iesp€ju ne tikai bagatinat biblioteku ar
fagiem, kas ekspres€ dabiska nolasiSanas faz€ translétus himéros proteinus, bet arT monitorét
rekombinanto proteinu patsvaru kapsida, kas Iidz Sim radija problémas mikrocipu testos, jo
loti variabls rekombinanto proteinu blivums rezultgjas ar viltus negativiem signaliem. Ta ka
lidzsingja fagu mikroCipu metode neizslédz ari viltus pozitivus signalus gadijuma, ja
test€§jamais serums nav pietickami labi preabsorbéts ar fagu lizatu, misu laboratorija §1
bakalaura darba ietvaros tika aizsakta jaunas antig€nu mikroipu izgatavosanas pieejas
izstrade, kas Jautu uz G&ipa printét no T7 displeja vektora noskeltus tirus antigénus. Sim
noliikam tika izmantots iepriek$S konstru€tais T7 vektors ar Strep-1I-Tag sekvences insertu,
kam butu jadod iesp€ja atSkeltos antigénus attirit un kvantitét pateicoties to C gala Strep-II-
Tag iezimes afinitatei pret Strep-Taktinu un StrepMAB antivielam. Antigénu atSkelSanai ka
piemérotaka tika izvéleéta HRV 3C proteaze, kuras SkelSanas saitu kod€joso sekvenci tika

paredzets ieklonét 5° virziena no KDNS insercijas vietas.
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3.1. HRV 3C proteazes SkelSanas saita sekvenci saturoSu T7 faga displeja
vektoru konstrueSana

Pirmais no §1 darba uzdevumiem bija uzkonstruét T7 faga displeja vektoru, kas
saturétu HRV 3C proteazes SkelSanas saita sekvenci un ekspres€tu to 10B virsmas protetna C
gala tie$i pirms rajona, kura paredzéts klonét audzgju asociGtos antigénus. Sada pieeja lautu
ekspreset audz€ja antigénus uz T7 faga virsmas himeru proteinu veida un péc tam tos atskelt,
izmantot HRV 3C proteazi, sniedzot iesp&ju gan tiesi kvantitet uz ¢ipa print€jamos antigénus,
gan noverst iesp&jamibu, ka nepilnigi ar T7 faga lizatu preabsorbéti serumi varétu dot viltus
pozitivus signalus uz Cipa.

T7-3C vektora konstruéSanai

. . . .. _ Leu - Glu - Val - Leu - Phe - Gln-/-Gly - Pro
tika 1zmantots 1€pr ieks musu 5-Phos-GATCC A-CTG-GAG-GTG-CTG-TTC-CAG-GGT-CC G-3'

o _ 3'.G T-GAC-CTC-CAC-GAC-AAG-GTC-CCA-GG C-TTAA Phos-5°
laboratorija konstruéts T7 vektors ar BamHI EcoRI

Strep-11-Tag] iezimi, kas nosaukts 9. attels. HRV 3C skelSanas saitu kodéjoss oligonukleotids

par T7-SIIT1. Vektors tika Skelts pa  Figure 9. HRV 3C digestion site coding oligonucleotide

BamHI un EcoRI restriktazu saistiem
un taja tika ligéts 3C proteazes SkelSanas saitu kod€joss oligonukleotids (9. att€ls) ar attiecigo
restrikcijas saitu lipigiem galiem. Vektora genétiskais materials tika pakots, izmantojot

T7Select” pakosanas ekstraktu, un uzséts uz LB agara plates kopa ar BLT-5615 kultiiru.

3C protedzes gkelSanas saita sekvence
5'-CTC-GGG-GAT-CCA-CTG-GAG-GTG-CTG-TTC-CAG-GGT-CCG-AAT-TCT-CCT-GCA-GGG-ATA-TCC-CGG-

BamHI EcoRI
Strep-I-Tag-1
GAG-CTC-GTC-GAC-AAG-CTT-AGC-GCT-TGG-AGC-CACCOG-CAG-TTC-GAA-AAA TAA -GCG-GCC-GC-3°
Sall Hindlll Nofl

10. attels. T7-SIIT1 vektora polilinkera rajons ar icklonétu 3C saitu.
Figure 10. T7-SIIT1 vector’s MCS with 3C site

Aptuveni 40 plaki tika izoléti fagu ekstrakcijas bufert un sekvenéti ar T7 Up2 un T7 Down
praimeriem, ka rezultata atlasits viens T7 displeja vektors ar pareizi ieligétu 3C proteazes
saita DNS (10. attels). Izveletais fags (1. pielikums) tika amplificéts ar Skidra lizata metodi
100ml E. coli BLT-5615 kultiiras un izdalita 590ug vektora DNS.
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3.2. Audzgja asocieto antigenu klonéSana T7-SIIT1-3C vektora

Izmantojot seklinieku kDNS, ka arT individualus kDNS bibliotekas klonus ar attiecigu
antigénu insertiem, PCR reakcija tika amplificéti 12 fragmenti no 9 dazadiem véza-seklinieku
antigéniem vai antigénu saimém (CSAG, CXorf48, DDX53-Cterm, DDX53-Nterm, GAGE,
HORMADI1, MAGEA-Nter, NY-ESOI-
Nter, PAGE2, PAGE2B, PRKACA-Cterm,
PRKACA-Nterm). AmplificéSanai tika

PAGE2B CXorf48 HORMADI

izmantoti praimeri ar Sall vai EcoRI (F
praimeri) un HindIll (R praimeri)
restrikcijas saitiem. Antigeénu DNS pirms

SkelSanas tika pas-ligéta, lai nodroSinatu

optimalai restrikcijas endonukleazu

— : o T . .
f— —-— darbibai nepiecieSamo pagarinajumu aiz

GAGE DDX53C DDX53N restrikcijas saita. Ar Sall vai ECORI un

MAGEA  PRKACAC  NY-ESOI . o L
by HindIIl restrikcijas endonukleazém Skelta

ladder

11. attéls. Klonéto audzéju antigenu kDNS fragmentu antigenu DNS tika hgeta atbilstosi Sl’(elta

amplifikacija, izmantojot praimerus, kas atrodas abpus T7-SIIT1-3C  vektora un pakota ar
T7-SIT1-3C vektora polilinkeram.

Figure 11. Amplification of the cloned TAA cDNA  T7Select” pakoSanas ekstraktu, rezultata
inserts, using primers flanking the multiple cloning sites

of T7-SIT1-3C vector. iegiistot 12 v&za-s€klinieku antigénu mini-

bibliotekas. legiitie fagi no katras mini-bibliotekas tika uzseéti uz LB agara plateém kopa ar
BLT-5615 kulttru. Aptuveni 32 plaki no katras no 12 mini-bibliotekas parstavosajam plateém
tika izoleti fagu ekstrakcijas bufer1 un to polilinkera rajoni tika amplificéti, izmantojot T7 Up2
un T7 Down praimerus. Insertus saturosie (péc elektroforézes datiem, 11. attéls) paraugi tika
sekvenéti un 1-3 kloni ar pareizi ielig€tiem antigéna DNS insertiem no katras mini-bibliotékas
tika atlasiti un amplificéti 300ul BLT-5615 kultiira. Iegiitie rekombinantie fagi talak tika
izmantoti gan §1 darba izstrades ietvaros, gan ar1 citos misu laboratorija veiktos pétijumos

fagu mikro€ipu izgatavosanai.

3.3. Audzgju asocieto antigénu atSkelSana no rekombinanto fagu dalinu
virsmas un proteinu imunoblota analizes
Lai parliecinatos, ka 3C proteaze spgj atsSkelt antigénu fragmentus no rekombinanta T7
virsmas 10B proteina, sakuma ar 3C proteazi tika Skelti divi, attiecigi NY-ESO1 un PAGE2

antigénu insertus saturo$i T7-SIIT1-3C kloni. AtsSkeltie Strep-II-Tag saturoSie antigénu

peptidi tika attiriti ar Strep-Tactin® Spin kolonnam un uznesti uz denaturgjosa poliakrilamida



g€la kopa ar atbiltoSajiem neskeltajiem fagiem, ar 3C proteazi Skeltiem fagiem (neattiritiem)
un caurpliiduso materialu no Strep-Tactin® Spin kolonnam. P&c elektroforézes proteini no

v, Attirits at3keltais
3C 8kelts fags Neskelts fags RN FT peptids

1 2. 1 [ 2.l'%|1. 2. 1 2. |

70 kDa
éﬁ“ g sl

40

1. NY-ESOI
2. PAGE2

D

12. attéls. NY-ESO1 un PAGE?2 véza-seéklinieku antigénus prezentéjo$u neskeltu un ar 3C proteazi $keltu T7-
SIIT1-3C fagu, ka ar1 ar Strep-Tactin Spin kolonnu attiritu atSkelto peptidu un kolonnam caurpludusa
materiala SDS-PAGE aina uz nitrocelulozes membranas. Proteini krasoti ar Ponso krasvielu.

Figure 12. SDS-PAGE of phages expressing NY-ESO1 and PAGE2: undigested, 3C protease digested and

Strep-Tactin Spin column purified TAA’s and flowthrough. Proteins are stained with Ponso stain.

13. attéls. NY-ESO1 un PAGE?2 véza-séklinieku antigénus prezentgjosu neskeltu un ar 3C proteazi Skeltu T7-
SHT1-3C vektoru, ka arT ar Strep-Tactin Spin kolonnu attiritu atSkelto peptidu un kolonnam caurpliidusa

materiala imunoblota aina. Vienigi nesSkelti vektori tiek atpaziti ar StrepMAB-Classic antivielu pret Strep-Tag
iezimi.

Figure 13. Western blotting of NY-ESO1 and PAGE2 TAA’s presenting undigested and 3C protease digested
T7-SIIT1-3C vectors as well as Strep-Tactin Spin column purified TAA’s and flowthrough. Only undigested
vectors are recognized with StrepMAB-Classic antibody.

PAA gela tika parnesti uz nitrocelulozes membranas un krasoti ar Ponso krasvielu, lai

noverteétu uznesto proteinu aptuveno daudzumu (12. attels). StrepllTag iezimi saturoSie
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proteini tika detekt&ti ar StrepMAB-Classic antivielu un HRP konjugétu sekundaro antivielu,

izmantojot un EC Plus Western Blotting detektéSanas reagentu komplektu un rentgenfilmu.

Imunoblots ar StrepMAB-Classic antivielu paradija, ka péc 16h apstrades ar 3C

proteazi pie 8°C no faga virsmas praktiski pilniba tick noSkelti antigénu fragmenti, ta¢u ne ar

Ponsu krasvielu, ne ar StrepMAB-Classic antivielu noskeltie ~11kDa fragmenti netika

detektéti (13. attels), uz ka pamata tika izvirzitas divas alternativas hipotézes:

A.

Piepemot, ka

Noskeltie peptidi tiek degradeti. Degradaciju, iesp&jams, izraisa proteazu
piemaisijumi no E. coli lizata, vai arl peptidu atSkelSanai izmantota 3C
proteaze, visticamak, d&] kontaminacijam vai nedabiskiem reakcijas

apstakliem.

. Noskeltie peptidi netiek degradéti. Uz nitrocelulozes membranas tie nav

redzami, jo, d&] nelielas 11kDa molekulmasas, iesp&jams, nesaistas pie $aja
eksperimenta lietotas membranas (45um poru diametrs) vai neskaidru iemeslu
del StrepMAB-Classic antiviela nespgj ar tiem saistities.

atSkeltie peptidi tiek degradeti, tika veikta atkartota NY-ESOI un PAGE2

antigénu peptidu atSkelSana, reakciju partraucot pec 0, 1, 3 un 16 stundam (iesald&jot pa S0ul

NY-ESO1 PAGE2
loh 1h 3n 16h !l oh 1h 3h 16h |

60 el *-——.
50 a—

kDa —
70 e
40 - .
30 -
25
20
15 we=
10 =

14. att€ls. Imunoblota aina ar StrepMAB-Classic antivielu, kas parada ar 3C proteazi no T7-SIIT1-3C vektoru

virsmas nenoskelto antigénu Ipatsvara atkaribu no reakcijas laika. NoSkeltie antigéni ar StrepMAB-Classic

antivielu netiek atpaziti.

Figure 14. Western Blotting showing the time-course of 3C protease digestion of NY-ESO1 and PAGE2

expressing T7-SI11T1-3C phages. Strep-11-Tag labeled proteins digested by 3C protease are not recognized by

StrepMAB-Classic antibody.

no kopgja 200ul tilpuma pie -20°C), lai noteiktu, kada ietekme uz iesp&jamo atSkelto peptidu

degradaciju ir

reakcijas laikam. Imunoblota rezultati (14. att€ls) paradija, ka péc lh no fagu

virsmas tiek atSkelti ~60% antigénu peptidu, pec 3h - ~80%, pec 16h - ~95%, tacu neviena

gadijuma atSkeltie peptidi nav detekt€jami ar StrepMAB-Classic antivielu. Tadi pasi rezultati
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tika iegiti, Skelot termiski denaturétu fagu (5 mindtes pie 100°C), lidz ar to tika atmesta

iesp&jamiba, ka atskeltos peptidus degradé kada proteaze no E. coli lizata.

3.4. Antigénu mikrocipu izgatavosana un testéSana
Uz 16 NC laucinu FAST slaidiem tika printéti Cetri véza-seklinieku antigéni — NY-
ESO1, PAGE2, MAGEA un DDX53-Cterm un kontroles (insertu nesatuross) fags. Lai

atbildétu uz jautajumu — kas notick ar 3C proteazes atSkeltajiem antig€nu peptidiem,

print€Sanai tika nemti neskelti antigénus prezent€josi fagi, ar 3C proteazi skelti fagi, ar Strep-

T7-tail antiviela StrepMAB Immo AtSifrgjums:

Nedenaturgti:
NY-ES01 PAGE2 PAGE2-np MAGEA
DDCS3C Empty NY-ES01-8k PAGE2-8k
PAGE2-np-gk MAGEA-8k DDX53C-8k Empty-8k
NY-ESO1-ft PAGE2-ft PAGE2-np-ft MAGEA-ft

HD:26F4 serums Mell serums DDC53C-ft Empty-ft NY-ESO1-ep PAGE2-ep
Ban ne ot PAGE2-np-ep MAGEA-ep DDX53C-ep Empty-ep
T

ot Denaturéti:

NY-ES01 PAGE2 PAGE2-np MAGEA
DDCS53C Empty NY-ESO1-8k PAGE2-8k
PAGE2-np-8k MAGEA-8k DDX53C-8k Empty-ik

NY-ES01-ft PAGE2-ft PAGE2-np-ft MAGEA-ft
Mel3 serums Mel4 serums

DDC53C-ft Empty-ft NY-ESO1-ep PAGE2-ep
PAGE2-np-ep MAGEA-ep DDX53C-ep Empty-ep

ApzZIm&jumi:

np - nepargulsnéts 3C buferi

gk - gkelts ar

ft - caurpliidugais materials no Strep-Tactin kolonnam
ep - atikeltais peptids, atfirits ar Strep-Tactin kolonnu

15. attéls. T7 fagu displeja un ar 3C proteazi atSkeltu Cetru audz€ja asocieto antigenu mikrocips, kas tika testets
ar Cetriem serumiem (detektéts ar Cy5 iezimétu sekundaro antivielu), StrepMAB-Immo un T7 astes Skiedras

antivielu (abas detektéetas ar Cy3 iezimeétu sekundaro antivielu)

Figure 15.Both T7 phage-displayed and 3C cleaved antigen microarray, tested with four sera (detected with Cy5

labeled secondary antibody), StrepMAB-Immo and T7 tail fiber antibody (both detected with Cy3 labeled
secondary antibody).

Tactin kolonnam attiriti antig€nu peptidi, ka ar1 Strep-Tactin kolonnam caurplidusais
materials. Mikrocipi tika testgti ar ¢etriem serumiem (Mell, Mel3 — NY-ESO1" melanomas
pacientu, Mel4 — melanomas pacienta, HD:2674 — vesela cilvéka), T7 astes Skiedru antivielu,

StrepMAB-Immo antivielu pret StrepllTag iezimi, ka ari Cy5 un Cy3 konjugétam
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sekundarajam antivielam un nolastti ar AQuire skeneri, ka ar1 vizualizéti ar QScan

datorprogrammas palidzibu (15. attls)

Katra punkta tika noteiktas cianinu Cy5 (konjugéts ar sekundaro antivielu pret cilvéka

IgG, atpazist seruma IgG) un Cy3 (konjugéts ar sekundaro antivielu pret peles IgG, atpazist

T7 astes skiedru un StrepMAB-Immo antivielas) fluorescences intensitates un analiz&tas

sekojosa veida:

1.

Katram antigénam katra laukuma tika aprékinata vidéja Cy5 un Cy3 signala intensitate
starp 3 replikatiem,;

Katram punktam noteikta StrepMAB Immo/T7 astes antivielas signalu attieciba
(vidgja no trim replikatiem);

Katram punktam, kura uznests fags (neskelts vai Skelts ar 3C proteazi) aprékinata CyS5

(seruma IgG)/Cy3 (antiviela pret T7 asti) signalu attieciba;

legttie rezultati (2. pielikums) paradija, ka:

l.

Visos punktos, kuros uznesti rekombinantie fagi (neSkelti un Skelti), ar T7 astes
antivielu detekt€jama faga klatbiitne salidzinama daudzuma.

Visos punktos, kuros uznests rekombinantais fags, ar StrepMAB-Immo antivielu
detekt&jams Sterpll ieziméts rekombinantais proteins. ST signala intensitate attieciba
pret fagu daudzumu (T7 astes antiviela) vari€ robezas no 0.64 (MAGEA
ekspresgjosSam fagam) Iidz 4.21 (tukSam T7-SIIT1-3C fagam), kas parada, ka
rekombinanto proteinu kopiju skaits uz dazadu fagu virsmas ir variabls. StrepMAB-
Immo signala intensitate bitiski samazinas punktos, kuros uznests Skelts fags —
MAGEA, PAGE2 un tuk$§am fagam gandriz lidz fona [imenim, DDX53 un NY-ESO1
ekspres€joSiem fagiem ~3.1 reizi, kas liecina par to, ka apstrade ar 3C proteazi
samazina antivielai pieejamo Sterp II Tag iezimes daudzumu. StrepMAB-Immo
signals netika detektets neviena no punktiem, kuros uznests ar Sterp-Tactin kolonnam
attiritais atSkeltais rekombinantais proteins; zemas intensitates signali tika detektéti 3
gadijumos, kur uznests caurpliiduSais materials no Strep-Tactin kolonnam, tacu to
visticamak, dod neliels neSkeltu fagu piemaisijums $ajos preparatos.

Autoantivielu klatbiitne pret vienu no audzg&ju antigéniem — NY-ESO1 tika detekteta
divos melanomas pacientu serumos (Mel 1 un Mel 3). NY-ESO1 prezent&josiem
kloniem, kas Skelti ar 3C proteazi (SkelSanas efektivitate >95%), reaktivitate ar NY-
ESO1" serumiem samazinajas vidgji tikai 1,2 reizes, kas parliecinosi pierada, ka 3C

proteazes atSkeltie antigénu peptidi netiek degradéti.
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4. Fagu termiska denaturacija (5 min kars€jot pie 98°C) pirms uzneSanas uz ¢ipa pilniba
izjauc epitopu, kuru pazist T7 astes antiviela, ka arT neuzlabo seruma IgG vai
StrepMAB-Immo saisti$anos ar rekombinantajiem proteiniem
Ta ka atSkeltie peptidi nav detekt€jami ar StrepMAB antivielam ne imunoblota, ne uz

¢ipa un ar 3C Skelto fagu reaktivitate pret StrepMAB-Immo antivielam uz ¢ipa bitiski
samazinas videji 1510 reizes, tika secinats, ka 3C proteaze modificé vai degradé atskelta
peptida C gala Strep-1I-Tag iezimi, ka rezultata atSkeltie peptidi ne tikai nav detekt€jami ar
antivielam pret Strep-Tag, bet ar1 tos nav iesp&jams attirit ar Strep-Tactin Spin kolonnu, ka tas
ar1 vérojams mikrocipu testos.

Turpmakajos petijumos, veicot imunoblotu ar NY-ESOI antivielam, biitu iesp&ams
pilniba parliecinaties, ka atSkeltajiem peptidiem tiek degradéts vai modificéts C gals ar Strep-
II-Tag iezimi, neietekmgjot pasu antigénu. Ka risindjumu, lai novérstu Strep-II-Tag
degradaciju vai modific€Sanu, varétu izmantot konkurgjosu antigénu prezentgjoso fagu Strep-
II-Tag iezimes piesaistiSanu superparamagnétiskam ar Strep-Taktinu parklatam mikroloditem,
kas, visticamak, nelautu 3C proteazei degradét Strep-II-Tag iezimi, tacu, cerams, netrauc&tu
Skelsanu 3C saita. Ta, ka 3C proteaze antigénu no himérajiem 10B proteiniem atSkel loti
efektivi, $ada pieeja lautu uz mikroc¢ipiem printét no Strep-Taktina loditeém elu€tus antigénus,
pat neveicot to talaku attiriSanu no neskeltajiem fagiem ar Strep-Taktina Spin kolonnam. Ka
rezerves iesp&jamos risinajumus vel varétu izmantot reakcijas apstaklu optimizaciju, ja C gala
modific€Sana saistita ar nedabiskiem reakcijas apstakliem vai cita razotaja 3C proteazi, ja C

gala modific€Sana saistita ar proteazes kontaminacijam

49



4. SECINAJUMI

Tika uzkonstruéts T7-SIIT1-3C fagu displeja vektors ar HRV 3C proteazes SkelSanas saitu
kodgjosas sekvences insertu.

. Klongjot ieguitaja vektora 12 zinamu audzg&ju antigénu kDNS fragmentus, iegiits antigénu
ekspres€josu fagu panelis, kas tika izmantots Saja darba rekombinanto proteinu SkelSanas
metodikas izstradasanai, un cita projekta — fagu-antigénu mikrocCipu izgatavoSanai, kas
paslaik tiek izmantoti autoantivielu profiléSanai

. Antigé€nu peptidi tika atSkelti no T7-SIIT1-3C displeja vektora 10B apvalka proteina,
izmantojot HRV 3C proteazi; lai gan SkelSanas efektivitate bija augsta (>95%), atSkeltie
peptidi nebija detektejami ar StrepMAB antivielam gan proteinu imunoblota, gan uz Cipa.
Tika izveidots un testéts mikrocCips ar cetriem audz&ju antigéniem un kontroles fagu
Testgjot ¢ipu ar NY-ESO1" pacientu serumiem, tika pieradits, ka 3C proteaze degradé vai
modifice atSkelto peptidu C gala StrepllTag iezimi, ka rezultata atSkeltie peptidi nevar tikt

attiriti ar Strep-Taktina kolonnu un detektéti ar antivielam pret StreplITag
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2. Pielikums. Seroreaktivitate pret fagu displeja un ar 3C proteazi noSkeltiem audzgja asoci€tajiem antigéniem uz mikrocipa

Appendix 2. Seroreactivity against both T7 phage-displayed and 3C cleaved TAAs on microarray

Clone Strep Immo T7 tail Strep/T7 HD: 26F4 Mell Mel3 Meld

Cy5 Cy5/T7 Cy5 Cy5/T7 Cy5 Cy5/T7 Cy5 Cy5/T7
DOX53C 3330.00 3212.00 1.037 2168 0.94 2714 1.311 1528.7 0.717 699 0.375
DOXS53C ep 0.00 0 0 NA 366.67 NA 819.0 NA 0 NA
DOX53C ft 82.50 1885.67 0.044 1644 1.3 2854.33 2.44 2286.3 2.091 119.666 0.345
DOX53C sk 1312.83 3920.00 0.335 3223.67 1.133 2175.67 0.828 1883.7 0.814 1186 0.58
Empty 18857.50 4479.67 4.210 2825.00 0.938 2883.33 1.049 1450.0 0.545 831 0.34
Empty ep 0.00 16.00 0.000 0.00 NA 410.67 NA 870.7 NA 0 NA
Empty ft 19.83 1848.33 0.011 1438.33 1.056 1767.33 1.391 1467.3 1.254 0 0.158
Empty sk 1.83 2380.00 0.001 1278.33 0.735 957.33 0.745 983.0 0.771 123 0.168
MAGEA 3370.50 5248.00 0.642 3650.33 1.272 4498.67 1.49 2478.3 0.864 1143.666 0.47
MAGEA ep 0.00 0.00 0.00 NA 345.33 NA 412.7 NA 0 NA
MAGEA ft 0.00 2023.00 0.000 962.33 0.835 2806.33 2.189 1753.3 1.913 0 0.179
MAGEA sk 134.83 1891.33 0.071 1897.67 1.108 1411.67 1.081 1442.7 0.994 294 0.2830
NYESO1 4433.33 5174.00 0.857 3726.67 1.058 41114.33 14.727 33433.7 11.101 1376.333 0.479
NYESOI1 ep 0.00 6.67 0.000 0.00 NA 1016.00 NA 1001.0 NA 0 NA
NYESOL ft 183.50 3155.33 0.058 2405.67 0.868 12529.67 5.262 9516.0 3.607 649.666 0.348
NYESOI sk 1152.33 4197.00 0.275 4229.00 1.595 36850.33 12.865 25146.7 9.442 1551 0.77
PAGE2 13830.00 3780.33 3.658 1765.00 0.821 2044.00 0.868 1073.0 0.541 439.333 0.247
PAGE2 ep 0.00 0.00 0.00 NA 33.33 NA 0.0 NA 0 NA
PAGE2 ft 0.00 1350.33 0.000 1449.67 1.588 2280.00 2.667 1846.7 2.24 317.666 0.551
PAGE2 sk 6.33 3581.67 0.002 2819.00 1.07 2227.00 0.981 1855.7 0.997 789 0.443
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